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Abstract 



New variety of retroviruses, designated by HIV-2, of which samples have been deposited at ECACC 
under the numbers 87.01.1001 and 87.01.1002 and at NCIB under the numbers 12.398 and 12.399. 
The invention also relates to the antigens susceptible of being obtained from said virus, in particular 
from the proteins p12, p16, p26 and gp 140. These different antigens are applicable to the diagnosis 
of the disease, particularly by contact with a serum of the patient on whom the diagnosis is to be 
carried out. It also relates to immunogenic compositions containing more particularly the glycoprotein 
sp140. Finally, it relates to nucleotidic sequences useable particularly as hybridization probes derived 
from the RNA of HIV-2. 
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<§£} L'invention concerns une nouveUe variete de retrovirus, 
denommes HIV-2, dont des echantlllons ont ete deposes a 
I' EC ACC sous les numeros 87.01.1001 et 87.0 1.1 002 eta la 
NCIB sous les numeros 1 2.398 et 1 2.399. Elle concerne aussi 
les anti genes susceptibles d'Stre obtenus a partir de ce virus, 
en particulier des proteines p 1 2, p 1 6, p26 et g p 1 40. Ces dif f e- 
rents anttgenes sont appticables au diagnostic de la maladle. 
notamment par mise en contact avec un serum du malade chez 
leque) le diagnostic doit etre effectue. EHe concerne des com- 
positions immunogenes contenant plus particulierement la 
glycoprotefne sp140. Elle concerne enfin des sequences 
nucleotidiques, utilisables notamment en tant que sondes 
d 'hybridation, derivees de I'ARN de HIV-2. 
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Retrovirus <au type HIV - 2 susceptible de provoauer le sida. 
et g es CQngtjtuants antigeniaues et nucl^iaues. 

L' invention est relative & une nouvelle classe de 
5 virus, ayant la capacity de provoquer des lymphad£nopa- 
thies susceptibles d'etre relayees ensuite par le syndrome 
d * immuno-def icence acquise (SIDA) Chez l'homme. I» ' inven- 
tion concerne egalement des antigenes susceptibles d*etre 
reconnus par des anticorps induits chez 1 1 homme par cette 
10 nouvelle classe de virus. Elle concerne egalement les an- 
ticorps induits par des antigenes obtenus a partir de ces 
virus . 

Cette invention concerne, en outre, des sequences 
d'ADN clone soit presentant une analogie de sequence, soit 

15 une complementarity avec l'ARN genomique du virus precite. 

Elle concerne aussi des procedes de preparation de ces 
sequences d'ADN clone. 

L ' invention est Egalement relative & des polypep- 
tides contenant des sequences d 1 amino-acides codees par 

2 q les sequences d'ADN clone. 

De plus, 1" invention concerne des applications de 
ces antigenes au diagnostic in vitro chez 1 ' homme de po- 
tentialites de certaines formes du SIDA et, en ce qui con- 
cerne certains d 1 entre eux, a la production de composi- 

25 tions immunogenes et de compositions vaccinantes contre ce 
retrovirus. De meme 1 ' invention concerne les applications 
aux raemes fins des susdits anticorps et, pour certains 
d' entre eux, leur application A la production de principes 
actifs de medicaments contre ces SIDAS humains . 

30 L 1 invention concerne enfin 1 1 application des se- 

quences d'ADN clone et de polypeptides obtenus a partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 

L'isolement et la caracterisation d 1 un premier 
retrovirus, denomme LAV, dont avait ete reconnue la 

35 responsabilite dans le developpement du SIDA, a fait 
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1' ob jet d'une description dans un article de F. BARRE- 
SINOUSSI et al des 1983 (Science, vol. 220 f n" 45-99, 20 f 
P. 868-871. L' application au diagnostic de la presence 
d'anticorps contre le virus de certains extraits de ce 
dernier, et plus particuli£rement de certaines de ses 
prolines r a £te plus sp£cialement decrite dans la demande 
de brevet europ6en n* 138.667. Depuis , d'autres souches 
similaires et des variants du LAV ont 6te isoles . On 
rappellera pour memoire ceux connus sous les designations 
HTLV-III et ARV. 

En application des nouvelles regies de nomencla- 
ture publiees dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibles d'induire chez l'homme les susdites lympha- 
denopaties et le SIDA, seront designes globalement par 

15 "HIV", abreviation de 1' expression anglaise "Human im- 
munodeficiency Virus" (ou virus d 1 immunodef icience humai- 
ne) . Le sous-ensemble des retrovirus formes par LAV et de 
ces variants a initialement ete designe par les expres- 
sions "LAV type I" ou "LAV-I". Le meme sous-ensemble sera 

20 designe ci-apres par la designation HIV-1, etant entendu 
que 1* expression LAV sera encore conservee pour designer 
celle parrai les souches de retrovirus (notamment LAAV, 
IDAV-1 et IDAV-2) appartenant a la classe des virus HIV-1 
decrite dans la susdite demande de brevet europeen 

25 138.667, qui a ete utilis6e dans les essais comparatifs 
decrits plus loin, a savoir LAV BR[J , qui a ete deposee a la 
Collection des Cultures Nationales de Microorganismes 
(CNCM) de l'Institut Pasteur de Paris, France, le 15 
Juillet 1983, sous le n° 1-232. 

30 Le nouveau retrovirus faisant l'objet du present 

brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui, 
comme lui sont susceptibles de se multiplier dans des 
lymphocytes humains, anterieurement appelees "LAV type II" 
ou "LAV II" sont desormais appelees "HIV-2", etant entendu 

35 que les designations de certains isolats de HIV-2 decrits 
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plus loin seront suivies des trois lettres faisant 
reference aux malades A partir desquels ils ont ete Iso- 
lds. 

On peut definir 1 1 ensemble "HIV-2" comme un en- 
semble de virus ayant in vitro un tropisme pour des lym- 
phocytes T4 humains, et qui ont un effet cytopathogene A 
1'egard de ces lymphocytes, lorsqu'ils s*y multiplient, 
pour alors causer soit des poly-adenopathies generalisees 
et persistantes, soit un SIDA. Les retrovirus HIV- 2 se 
sont reveles distincts des virus de type HIV-1 dans les 
conditions evoquees plus loin. Comme ces derniers, ils 
sont distincts des autres retrovirus humains deja connus 
(HTLV-I et HTLV-II). 

Bien qu'il y ait une assez grande variability ge- 
netique du virus, les differentes souches HIV-1 isolees a 
ce jour, A partir des malades am6ricains, europeens , hai- 
tiens et africains ont en commun des sites antigeniques 
conserves sur leurs principales proteines : proteine du 
noyau (core) p25 et glycoproteine d'enveloppe gp1 10 et 
proteine transmembranaire gp41-43. Cette parente permet 
par exemple A la souche prototype LAV d'etre utilisee 
comme souche d * antigenes pour la detection d'anticorps 
contre tous les virus de la classe HIV-1, chez toutes les 
personnes qui les portent, quelle que soit leur origine . 
Cette souche est done utilisee actuellement pour la 
detection d'anticorps anti-HIV-1 chez les donneurs de sang 
et les malades par les techniques d ' immunofluorescence, 
notamment par les techniques dites ELISA, "Western Blot M 
(ou immuno-empreintes) et "RIPA" abreviation anglaise de 
"Radio Immunoprecipitation Assay" (test de radio-immuno- 
precipitation) . 

Cependant dans une etude serologique effectuee 
avec un lysat de HIV-1 sur des malades originaires de 
l'Afrique de I'Ouest, il a ete observe que certains 
d'entre eux donnaient des reactions sero-negatives ou tres 
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faiblement positives, alors qu'ils pr^sentaient les signes 
cliniques et immunologiques du SIDA. 

C'est & partir des lymphocytes mis en culture de 
I'un de ces malades, que I 1 on a isole un premier retro- 
virus HIV-2, dont la structure en microscopie 61ectronique 
et le profil des proteines en gel d 1 electrophorese SDS ont 
une similitude avec ceux de HIV-1 . Mais ce nouveau retro- 
virus HIV- 2 ne presente globalement qu'une faible parente 
avec HIV- 1 , tant du point de vue de 1 ' homologie antigeni- 
que de ses proteines que de 1' homologie de son materiel 
genetique . 

Ce nouveau retrovirus ou des retrovirus ayant des 
proprietes antigeniques et immunologiques equivalentes , 
peuvent done constituer des sources d'antigenes pour le 
diagnostic de 1 • infection par ce virus et des variants qui 
induisent un SIDA, du type de celui que l'on avait observe 
pour les premieres fois chez des malades africains ou des 
personnes ayant sejourne en Afrique. 

te premier isolement de ce virus a et6 realise 4 
partir du sang, preleve sous heparine, d'un malade de 28 
ans, heterosexuel, qui n" avait jamais ete transfuse et qui 
n'etait pas toxicomane. II presentait depuis 1983 une 
importante diarrhee chronique, un amaigrissement important 
(17 kg) avec de la fievre par intermittence. Plus recem- 
ment il avait presente des infections & Candida et 
Serratia, dont une candidose oesophagienne f typique du 
SIDA. 

Ce patient presentait egalement une anemie, une 
anergie cutanee, une lymphopenie, un rapport lymphocytes 
T4/lymphocytes T8 de 0,15, avec un taux en lymphocytes T4 
inferieur a 100 par mm 3 de serum. Ses lymphocytes en 
culture ne repondaient pas A la stimulation par la phyto- 
hemoglutinine et la concanavaline A. On a egalement 
diagnostique chez ce malade des bacteriemies recurrentes 
dues & £. e^er^itis, des cryptosporidioses , des 
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infections dues a Isosoora belli et des toxoplasmoses 
c6r6brales . 

L ' ensemble de ces signes t&noignait des symptfemes 
" complexes li6s au SIDA" ou -ARC" (abr^viation anglaise de 
"AIDS Related Complex"), du type de ceux causes par le vi- 
rus HIV-1. Ces diff6rentes observations 6taient 6galement 
conformes aux critdres apliqu£s par le Centre de Contrble 
des Maladies (Center of Disease Control ou CDC) d' Atlanta, 
Etats-Unis . 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades 
et I'isclement du retrovirus ont 6t£ effectu£s selon la 
technique d£ja d6crite pour l'isolement du HIV-1 (1) dans 
Particle de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 
brevet europ6en n* 84 401834/0 138 667. On les rappelle 
bri£vement ci-aprds . Des lymphocytes stimulus pendant 3 
jours par de la phytohSmagglutinine (PHA) ont 6t<§ cultivSs 
en milieu de culture RPM1-16-40 additionn6 de 10 % de 
serum de veau foetal et de 10" 5 M 0-mercapto6thanol , 
d'interleukine-2 et de s6rum anti-interf 6ron a humain. 

La production de virus a 6te* suivie par son acti- 
vity transcriptase inverse. Dans le surnageant de culture, 
le pic d'activite virale est apparu entre le 14£me et le 
22eme jour f puis a diminue. Le d6clin et la mort de la 
culture cellulaire ont suivi. Comme avec le HIV-1, des 
coupes de lymphocytes infectes par HIV-2 r6v£lent en 
microscopie electronique des virions parvenus a maturite 
et des particules virales bourgeonnant a la surface des 
cellules infect£es. Les lignees cellulaires utilisdes pour 
realiser les cultures de ces virus isol£s peuvent etre 
selon les cas, les lignees cellulaires du type HUT, CEM, 
MOLT ou de toute lignee lymphocytaire immortalisSe portant 
des r^cepteurs T4. 

Le virus a ensuite ete propag£ sur des cultures de 
lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des lignees con- 
tinues d'origine leucemique, telles que HUT 78. II a £t£ 
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caracterise comme etant sensiblement distinct du HIV- 1 par 
ses antigdnes et son acide nucleique. Le virus a ete pu- 
rifie comme deer it dans les documents anterieurs deja\ men- 
tionnes. Un premier isolat de ce virus a ete depose k la 
C.N. CM. le 19 decembre 1985, sous le n° 1-502. II a ete 
designe posterieurement sous le nom LAV-II MIR. Un second 
isolat a ete depose A la C.N.C.M le 21 fevrier 1986 sous 
le n* 1-532. Ce second isolat a pour nom de reference IAV- 
II ROD. II sera quelquefois fait simplement reference plus 
loin r a MIR ou a ROD. 

D s une facon generaie 1 '' invention concerne tout 
variant des virus precedents ou tout virus equivalent (par 
exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO deposes & la CNCM 
le 19 Decembre 1986 sous les numeros 1-642 et 1-643 res- 
pectivement) contenant des proteines de structure qui 
presentent les memes proprietes immunologiques que celles 
des virus HIV-2 deposes A la CNCM sous les numeros 1-502, 
ou 1-532. II sera encore revenu plus loin sur les defini- 
tions criteres d * equivalence . 

I* 1 invention concerne encore un precede de pro- 
duction du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans les 
lignees cellulaires permanentes derivees de lymphocytes 
T4, ou portant le phenotype T4 r ce procede consistant & 
cultiver ces lignees prealablement infectees avec le virus 
HIV-2, et notamment lorsque le niveau d*activite de la 
transcriptase inverse (ou reverse-transcriptase ) a atteint 
un seuil determine, £ recuperer les quantites de virus 
liberees dans le milieu de culture. 

Une lignee permanente preferee en vue de la 
culture de HIV-2 est, par exemple, du type cellules HUT 
78. Une lignee de HUT 78, infectee par HIV-2, a ete 
deposee le 6 fevrier 1986 & la CNCM sous le n° 1-519. La 
culture est, par exemple, realisee comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10 6 /ml) sont mises en cocul- 
tures avec des lymphocytes humains normaux infectes 
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(10 6 /ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10% 
de serum de veau foetal. Au bout de 15 a 21 jours , on 
observe un effet cytopathogene des cellules HUT 78. On 
dose la reverse transcriptase une semaine apres cette ob- 
servation, dans le surnageant de culture. On peut alors 
commencer a recuperer le virus a partir de ce surnageant. 

Une autre lignee preferee pour la culture appar- 
tient aux lignees des cellules connues sous la designation 
CEM. 

L ' infection , puis la culture des cellules CEM in- 
fectees peuvent notamment 6tre realisees comme suit. 

On procede a la coculture de lymphocytes T4 prea- 
lablement infectes avec le virus HIV-II et de cellules non 
infectees de la lignee CEM pendant le temps necessaire a 
1' infection des CEM. On poursuit d'ailleurs ensuite les 
conditions de culture dans un milieu approprie, par 
exemple celui decrit ci-apres et, lorsque 1 ' activity 
transcriptase inverse des cellules infectees a atteint un 
niveau suffisant, on recupere le virus produit a partir du 
milieu de culture. 

On a notamment realist une co-culture dans les 
conditions precisees ci-apres de lymphocytes T4 humains 
qui avaient ete infectes cinq jours auparavant avec une 
souche de virus HIV-II provenant d 1 un patient designe 
ci-apres "ROD", d'une part, et de CEM, d'autre part. 

Les lymphocytes T4 infectes, prealablement actives 
par la phytohemaglutinine , se sont reveles posseder une 
activity de transcriptase inverse de 5 OOO cpm/10 6 
lymphocytes T normaux trois jours apres le debut de 
1' infection. La culture a 6te poursuivie jusqu'a ce que 
1 1 activite transcriptase inverse mesuree ait atteint 
100 000 cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont 
alors ete mis en contact avec les cellules CEM (3.10^ 
lymphocytes T normaux infectes) et incubees dans le milieu 
de culture suivant : RPMI 1640 contenant 2,92 mg/ml de L 
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glutamine, 10 % de s6rum de veaux foetal d6complemente, 
2 ug/ml de polybrene, 0,05 % de serum anti-interf eron- 
alpha, 100 OOO M g/ml de penicilline, 10 pg/ml de strep- 
tomycine et 10 000 pg/ml de neomycine. 

Le milieu de culture est change deux fois par 

semaine . 

res mesures d'activite transcriptase inverse 
mesuree dans le surnageant ont ete les suivantes : 

- au jour O : 1 OOO (bruit de fond) 

- au jour 15 : 20 000 
_ au jour 21 : 200 OOO 

- au jour 35 : 1 000 000 

One culture CEM infectee par le virus HIV-2 a 
ete deposee a la Collection Nationale de Culture de 
Micro-organismes de l'Institut Pasteur (C.N. CM) sous le 
n' 1-537 le 24 mars 1986. 

Quelques caractSristiques des antigenes et des 
acides nucleigues, entrant dans la constitution de 
HIV-2, resultent des essais realises dans les conditions 
indiquees ci-apres . Elles seront souvent mieux appre- 
ciees par comparaison avec des caracteristiques du m&ne 
type se rapportant a d'autres types de retrovirus, no- 
tamment HIV-1 et SIV. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux 
dessins dans lesquels : 

- les figures 1a, 1b et 1c se rapportent a des essais 
d ' immunoprecipitation croisee entre des serums 
respectivement de patients infectes par HIV-1 et HIV-2, 
et de macaques rhesus infectes avec STLV-lli, d'une 
part, et des extraits viraux de HIV-1, d' autre part ; 

- les figures 2a et 2b presentent des resultats compara- 
tifs quant aux mobilites electrophoretiques des pro- 
teines de HIV-1, HIV-2 et STLV-lll respectivement, dans 
des gels de polyacrylamide-SDS ; 

- la figure 3 presente des resultats d' hybridation 



0239425 

9 

croisee entre des sequences genomiques de HIV-1, HIV-2 
et STLV-III, d'une part, et des sondes contenant 
differentes sequences subgenomiques du virus HIV-1, 
d 1 autre part. 

- la figure 4 est une carte de restriction de I'ADNc de- 
rive de l'ARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment 
E2 de 1' ADNc derive de HIV-2, ce fragment contenant une 
region correspondant a la region LTR 3* de HIV-2 ; 

- la figure 6 est la sequence nucleotidique d'une partie 
de E2, cette sequence correspondant a la region U3/R de 
HIV-2 ; 

- la figure 7 fait apparaltre : 

- d'une part et schematiquement , des elements 
de structure de HIV-1 (figure 5A) et, alignee 
avec une region contenant le LTR 3' de HIV-1, 
la sequence derivee de la region E2 de I'ADNc 
de HIV-2 et, 

- d' autre part, les mises en alignement au 
prix d'un certain nombre de deletions et 
d 1 insertions, des nucleotides communs, 
contenus respectivement dans la sequence 
derivee de la region E2 de HIV-2, et dans la 
sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

la figure 8 montre schematiquement les structures de 
plusieurs clones d'un phage K modifie par divers in- 
serats issus de I'ADNc derive d' HIV-2 (clones ROD4 , 
ROD27 et ROD35) ; on y a egalement represents schemati- 
quement des sequences derivees a leur tour de ROD4 , 
ROD27 et ROD35, sous-clonees dans un plasmide pvc 18, 
ces dernieres sequences etant placees en correspondance 
avec les regions de ROD4, ROD27 et ROD35 dont elles sont 
respectivement issues . 

la figure 9 fait apparaltre les intensites relatives 
d 1 hybridation entre 
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a/ onze fragments preleves a partir de diffe- 
rences regions du genome complet de HIV-1 ( schema ti que- 
ment representees dans la partie inferieure de la figure 
d'une part, et I'ADNc de HIV-2, contenu dans ROD4 r 
d* autre part, et 

b/ des fragments issus de HIV-II avec le meme 

ADNc. 

D'une facon generale, les antigenes de HIV-2 
utilises dans les tests comparatifs dont la description 
suit sont issus de la souche de HIV-2 MIR deposee a la 
C.N. CM. sous le n° I-5C2 r et les sequences d'ADN 
derives de l'ADN genomique de HIV-2 sont issus de la 
souche HIV-2 ROD deposee a la C.N. CM. sous le n° 1-532. 

I - areiQENES, NQTA*OTSNT PRQTgSNEg BT 

Le virus initialement cultive dans HUT 78 a 
ete marque metaboliquement par la 3 5 s- cysteine et la 
S -methionine, les cellules infectees etant incubees en 
presence de ces acides amines radioactifs en milieu de 
culture depourvu de 1'acide amine non marque corres- 
pondent, pour une periode de 14 a 16 hemes, en parti- 
culier selon la technique decrite dans l 1 article reper- 
torie en (21) dans la bibliographie presentee a la fin 
de la description, pour ce qui est du marquage a la 

S- cysteine. Le surnageant est ensuite clarifie, puis 
le virus ultracentrif uge une heure a 100 000 g sur un 
coussin de 20 % de saccharose. Les principaux antigenes 
du virus sont separes par electrophorese dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 %) , dans des conditions denaturan- 
tes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 %) + bis- 
acrylamide (0,13 %) avec SDS (0,1 % en concentration 
finale) . on utilise comme poids moleculaire de reference 
les marqueurs colores suivants 
BRL : 

myosine : 200 Kd 
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phosphorylase B : 97,4 Kd 

BSA : 68 Kd 

ovalbumine : 43 Kd 

a chymotrypsine : 25,7 Kd 

0 lactoglobuline : 18,4 Kd 

lysozyme : 14,3 Kd 

D'autres marqueurs de poids moleculaires ont ete 
utilises dans d'autres essais. II est en particulier fait 
reference aux figures 1a, 1b et 1c qui renvoient 4 d'au- 
tres marqueurs de poids moleculaires connus (sous la let- 
tre M. dans ces figures). Les antigenes sont encore mieux 
distingues apres immunoprecipitation (RIPA) ou par 
immunoempreintes (Western blot) en utilisant les anticorps 
presents dans le serum du malade : leurs poids molecu- 
laires apparents determines par leurs migrations appa- 
rentes sont tres proches de ceux des antigenes du HIV-1 . 

D'une facon generale il est precise que dans ce 
qui suit les nombres qui suivaient les indications "p H 
et/ou *gp M correspondent aux poids moleculaires approxi- 
matifs des proteines et/ou glycoproteines correspondantes 
divises par 1000. Par exemple la p36 a un poids molecu- 
laire de l'ordre de 36 000. Il est cependant entendu que 
ces valeurs de poids moleculaires peuvent varier dans un 
intervalle pouvant atteindre 5%, voire 10% ou m<§me plus, 
selon les techniques utilisees pour les determinations de 
ces poids moleculaires. 

La repetition des essais a permis de mieux cerner 
les poids moleculaires apparents des antigenes de HIV-2. 
Ainsi on a constate que les poids moleculaires des trois 
proteines du noyau (core), auxquelles on avait initiale- 
ment attribue des poids moleculaires de l'ordre de 13.000, 
18.000 et 25.000 respectivement , avaient en fait des poids 
moleculaires apparents plus proches des valeurs suivan- 
tes : 12.000, 16.000 et 26.000, respectivement. Ces pro- 
teines sont ci-apres respectivement designees par les 
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abreviations p12, p16 et p26. 

De me me 1' existence de bandes proteine ou glyco- 
proteine dont les poids moleculaires apparents ont ete 
apprecies a des valeurs qui pouvaient s'etager de 32.000 a 
42.000-45.000. La rep6tition des mesures a finalement 
permis de preciser une bande correspondent a un poids 
moleculaire apparent de 36.000. Dans ce qui suit, cette 
bande est designee par 1 ' abreviation P 36. Une autre bande 
a 42.000-45.000 (p42) est constamment observee aussi. 
L'une ou 1' autre des p36 ou p42 constitue vraisemblable- 
ment une glycoproteine transraembranaire du virus. 

Une glycoproteine majeure d'enveloppe ayant un 
poids moleculaire de l'ordre de 130-140 Kd est constamment 
observee : cette glycoproteine est ci-apres designee par 
1' expression gpl40. II convient de noter que, d'une facon 
generale, les poids moleculaires sont apprecies avec une 
precision de plus ou moins 5 %, cette precision pouvant 
meme devenir un peu moindre pour les antigenes de haut 
poids moleculaire, comme on l'a constate pour la gp140 
(poids moleculaire de 140 Kd i 10 %). I. 'ensemble de ces 
antigenes sont peu ou pas reconnus (lorsqu'ils sont 
marques par la 3 5 S-cysteine) par des s6rums de malades 
contenant des anticorps anti-HIV-1 dans les systemes de 
detection utilises au laboratoire ou par utilisation des 
tests mettant en oeuvre des lysats de HIV-1, tels que ceux 
commercialisms par DIAGNOSTICS PASTEUR sous la marque 
"ELAVIA". Seule la proteine P 26 a ete faiblement immuno- 
precipitee par de tels s6rums. La proteine d'enveloppe ne 
l'a pas ete. Le serum du malade infecte par le nouveau 
virus (HIV-2) reconnait faiblement une proteine P 34 du 
HIV-1. Dans le systeme de detection utilise, les autres 
proteines du HIV-1 n'ont pas ete reconnues. 

En revanche le HIV-2 possede certaines proteines 
Pr6sentant une certaine parent6 immunologique avec des 
proteines ou glycoproteines structurales semblables, 
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s§parables dans des conditions analogues, & partir d'un 
retrovirus r^cemment isoie & partir de singes macaques 
rhesus captifs, de l'espdce des macaques rhesus, alors que 
cette parents immunologique tend A s'ef facer pour d'autres 
proteines ou glycoproteines . Ce dernier retrovirus, qui 
est presume etre 1* agent etiologique de SIDAs chez les 
singes, a ete d6sign6 par les chercheurs qui 1 1 ont isoie 
(references bibliographiques (16-18) ci-apr£s) sous 1 • ap- 
pellation "STLV-ill fflac ". Pour la commodite du langage, il 
ne sera plus designe dans ce qui suit que par 1* expression 
K STT.v-iU M (ou encore par 1 ' expression SIV, abreviation 
anglaise de "Simian Immunodeficiency Virus H (virus d'im- 
munodef icience du singe)). 

Un autre retrovirus, design^ a STLV-III* „ " , (ou 

A xJPi 

SIV^j^) a ete isoie chez des singes verts sauvages. Mais, 

contrairement au virus present chez le singe macaque 

rhesus, la presence de ■ STI/V-III AGM " ne semble pas induire 

une maladie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

Toutefois, la parent^ immunologique des proteines 

et des glycoproteines structurales , et par consequent la 

parente de leurs sequences nucieiques, de HIV-II d ' une 

part,et des retrovirus STLV-III et STLV-III. „ d • autre 

mac AGM 

part, reste limitee. Des experiences ont permis d'etablir 
une premiere distinction entre les retrovirus capables 
d'infecter 1 * homme ou le singe, il en ressort ceci : 

le virus HIV-IX ne se raultiplie pas de facon 
chronique dans les lymphocytes du singe macaque rhesus, 
lorsqu'il a ete injecte in vivo et dans des conditions 
operatoires permettant le developpement du virus 
STLV-III inac telles qu'elles ont ete decrites par N.L. 
Letvin et al, Science (1985)vol 230, 7 1-75. 

Cette apparente inaptitude de HIV-2 a se deve- 
lopper chez le singe dans conditions naturelles, permet de 
differencier biologiquement le virus HIV-II d 'une part, et 
les isolats du virus STLV-III, d 1 autre part. 
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En mettant en oeuvre les m£mes techniques que 
celles rappelees plus haut, il a ete constats que I'on 
pouvait 6galement obtenir & partir de STLV-III : 

- une proteine principale du noyau p27 f ayant un poids 
moleculaire de l'ordre de 27 kilodaltons, 

- une glycoproteine majeure d^nveloppe, gp140, 

- une proline vraisemblablement transmembranaire P32, qui 
n'est pas observ^e en RIPA lorsque le virus a au prealable 
ete marque par la S-cysteine r mais qui peut fetre ob- 
servee dans les essais d ' immunoempreintes (Western blots), 
sous forme de bandes larges. 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 
s 1 est revelee etre plus proche imraunologiquement de la 
glycoproteine majeure d'enveloppe de STLV-III que de la 
glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-1. 

Ces constatations s ' imposent non seulement au ni- 
veau des poids moleculaires : 130-140 kilodaltons pour les 
glycoproteines majeures de HIV-2 et de STLV-III, contre 
environ 110 pour la glycoproteine majeure d'enveloppe de 
HIV-1, mais aussi au niveau des proprietes immunologiques , 
puisque des serums pr61eves a partir de malades infectes 
par HIV-2, et plus particulierement des anticorps formes 
contre la gp140 de HIV-2 reconnaissent la gp140 de 
STLV-III, alors que dans des essais semblables les manes 
serums et les memes anticorps de HIV-2 ne reconnaissent 
pas la gpHO de HIV-1. Mais les serums anti-HIV-1 qui 
n'ont jamais reagi avec la gp140 de HIV-2 precipitent une 
proteine de 26 Kdal marquee par la 3 5 S-cysteine, contenue 
dans les extraits de HIV-II. 

La proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 
semble presenter un poids moleculaire moyen (environ 
26.000) intermediaire entre celui de la p25 de HIV-1 et la 
p27 de STLV-III. 

Ces observations resultent des essais realises 
avec des extraits viraux obtenus a partir du HIV-2 isole A 
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partir de l'un des patients susmentiorines . Des resultats 
similaires ont ete obtenus avec des extraits viraux du 
HIV-2 isole a partir du second patient. 

Des cellules infectees respectivement avec HIV-1, 
HIV-2 et STLV-III ont ete incubees dans un milieu conte- 
nant 200 pCi/ml de 35 S-cysteine dans un milieu exempt de 
cysteine non marquee pendant 16 heures. Les surnageants 
clarifies ont ete centrifuges a 60.000 g pendant 90 mi- 
nutes. Les culots ont ete lyses dans un tampon RIPAd), 
immunoprecipites avec differents serums, puis soumis a une 
electrophorese sur gel de polyacrylamide charge en dod6- 
cylsulfate de sodium (SDS-PAGE) . 

Les resultats observes sont illustres par les fi- 
gures 1a, 1b et 1c. 

Dans la figure 1a, sont presentes les resultats 
d ' immunoprecipitation observ6s entre un extrait viral de 
HIV-1 obtenu a partir d'une lignee cellulaire CEM C1.13 et 
les serums respectif s suivants : 

- serum positif anti-HIV-1 (bande 1), 

serum obtenu du premier patient mentionne plus haut 
( bande 2 ) , 

serum d'un porteur africain sain d'anticorps anti-HIV-1 
(bande 3) , 

- serum obtenu a partir d'un macaque infecte avec STLV-III 
(bande 4) et 

- serum du deuxieme patient susmentionne (bande 5). 

Dans la figure 1b, sont rapportes les resultats 
d ' immunoprecipitation observes entre les antigenes de 
HIV-2 obtenus a partir du premier patient, apres culture 
prealable sur des cellules HUT-78, et differents serums, 
plus particulierement le serum du premier patient 
sus-mentionne (bande 1), le serum positif anti-HIV-1 
(bande 2), le serum du macaque infecte par STLV-III (bande 
3), le serum du second patient susdit (bande 4). 
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Enfin, la figure 1c illustre les resultats d'immu- 
noprecipitation observes entre les antigenes d'un isolat 
de STLV-III otenu a partir d'un macaque presentant un SIDA 
de singe. Les serums utilises et auxquelles se referent 
les bandes 1 a 5 sont les memes que ceux rappeles plus 
haut en rapport avec la figure 1a. 

M se refere aux marqueurs myosine (200 Kd) galac- 
tosidase (130 Kd), serum albumine bovine (69 Kd) , phos- 
Phorylase B (93 Kd) , ovalbumine (46 Kd) et carbonate 
anhydrase (30 Kd) . 

Les figures 2a et 2b presentent les resultats 
comparatifs quant aux mobilites electrophoretiques des 
proteines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais realises avec 
des extraits de virus marques par la 3 5 S-cysteine, apres 
immunoprecipitation sur SDS-PAGE. Les differentes bandes 
se rapportent aux extraits de virus suivants : virus ob- 
tenu a partir du patient 1 et immunoprecipite par le serum 
provenant du meme patient (bande 1), extrait du meme virus 
immunoprecipite avec un serum temoin negatif provenant 
d'une personne ne portant pas d'anticorps anti-mv-1 ou 
anti -HIV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III 
immunoprecipite par un serum provenant d'un macaque 
infecte par STLV-III (bande 3), immunoprecipitations 
observees entre des extraits du meme virus et d'un serum 
temoin negatif (bande 4), extrait de HIV-1 immunoprecipite 
par un s6rum d'un patient euro P 6en infecte par le SIDA. 

La figure 1b presente les resultats obtenus dans 
des essais de Western-blot (immunoempreinte) . Des lysats 
cellulaires provenant de cellules HOT-78 non infectees ou 
infectees ont ete soumis a une electrophorese sur SDS- 
PAGE, puis transferes electrophoretiquement sur un f litre 
de nitrocellulose, avant d'etre mis a reagir avec le serum 
du premier patient susmentionne (serum dilue au 1/100e). 
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Le filtre de nitrocellulose a ensuite ete lave et la de- 
tection des anticorps fixes revelee avec des IgG anti- 

1 25 

humaines de chevre marquees par I . 

Les taches observees dans des bandes 1, 2 et 3 se 
rapportent respectivement aux essais d ' agglutination entre 
le susdit serum et des extraits de cellules HUT-78 non in- 
fectees (bande 1), des extraits de cellules HUT-78 infec- 
tees avec un virus HIV- 2 (bande 2) et des extraits de 
cellules HUT-78 infectees par STLV-III (bande 3). Les 
nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des 
bandes correspondent aux poids moleculaires approximatifs 
des proteines virales les plus representatives (poids 
moleculaires en kilodaltons ) . 

II - AC I P ES NU CfcEIQygS 

1 ) les ARWs flu retrovirus flyv-g 

L'ARN du virus, depose sur filtre d'apres la 
technique du "spot blot" n'a pas hybride, dans des con- 
ditions stringentes avec I'ADN du HIV-1 . 

Par "conditions stringentes" on entend : les 

conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation entre 

1 1 ARN du HIV-2 et la sonde choisie marquee radioactivement 
32 

au p (ou marquee de facon differente), puis les lavages 

de la sonde sont f aits . L 1 ybridation , sur membrane, est 

faite a 42 *c en presence d'une solution aqueuse a 50% 

(volume/ volume) de 0,1% SDS/5x55c, notamment formamide 

pendant 18 heures . La membrane sur laquelle a ete faite la 

reaction d 1 hybridation est lavee ensuite a 65 *C dans un 

tampon contenant 0,1 % de SDS et 0, 1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les 

conditions dans lesquelles la reaction d ' hybridation et 

les lavages sont f aits . L 1 hybridation est realisee en 

3 2 

mettant en contact avec la sonde choisie marquee au P 
(ou marquee autrement) , a savoir a 42*C dans un tampon 5 x 
SSC, 0,1% SDS contenant 30 % de formamide pendant 18 
heures. Le lavage de la membrane est realise a 50 *C avec 
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un tampon contenant 0,1 % de SDS et 2 X SSC. 

On a ^galement realisd des essais d ■ hybridation 
avec une sonde d 1 hybridation constitute par un plasmide 
recombinant pBT1 obtenu par clonage de 1 1 ADN du HIV-1 
provenant de AJ19 (Cell 1985, vol. 40 r p. 9) dans le vec- 
teur pUC18. En conditions non stringentes, on n'a observe 
qu-'une tres faible hybridation entre l'ARN de HIV-2 et 
1 1 ADN clone derive de HIV-1. 

D'autres sondes contenant des sequences donees de 
HIV-1 ont ete utilisees : 

a) Des sondes simple brin de l'ADN du HIV-1 sub- 
genomique elaborees a partir de sous-clones du genome du 
HIV-1 et inserees dans le phage M13. Les regions clonees 
concernaient le gene protease ou le gene "endonuclease" . 

Seule une sonde de la region endonuclease de HIV-1 
(sequence de nucleotides comprise entre les bases n° 3760 
et 4130) a donne une hybridation faible en conditions non 
stringentes avec le HIV-2. La sonde "protease" (sequence 
de nucleotides de HIV-1 comprise entre les bases n* 1680 
et 1804) n'a pas hybride, meme en conditions non stringen- 
tes avec le HIV-2 . 

b) Une sonde pRS3 constitute par la sequence co- 
dant pour la region "enveloppe" du HIV-1 (sous-clonage 
dans pUC 18) n'a pas donne d 1 hybridation en conditions non 
stringentes avec HIV-2. 

La technique du "spot blof'est appelee aussi "dot 
blot" (transfert par taches) . 

Des resultats d ' hybridation suppldmentaires entre 
des ARNs genomiques de HIV-1 , HIV-2 et STLV-III, d'une 
part r et des sondes contenant differentes sequences 
sub-genomiques du virus HIV-1, d'autre part, apparaissent 
dans la figure 3. 

Les surnageants des differents milieux de culture 
(a raison de 0,5 a 1 ml pour chaque tache) ont ete centri- 
fuges pendant 5 minutes a 45.000 tours par minute ; les 
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culots ont 6t6 remis en suspension dans un tampon NTE con- 
tenant O r 1 % de SDS et d£pos£s sur filtre de nitrocellu- 
lose. Celui-ci a 6t6 pr6trempre dans un milieu 2 x SSC 
(NaCl O f 3 M f citrate de sodium 0,03 M) . Apr^s cuisson 
(pendant 2 heures & 80 # C) , les filtres ont 6t6 hybrid£s 
avec diverses sondes contenant des sous-fragments g£nomi- 
ques de HIV-1, dans des conditions non stringentes (30 % 
de formamide, 5 x SSC, 40'C), lav6s avec une solution 2 x 
SSC et contenant 0,1 % de SDS, d 50°C, puis autoradiogra- 
phies pendant 48 heures a -70 °C avec des 6crans d 1 ampli- 
fication. 

Les sondes 1-4 sont des sondes a brin unique obte- 

nues par la methode de "coupe principale" (prime cut 

method) telle que d£crite en (25). En bref des fragments 

mono-brins issus du virus M13 et portant des ins6rats de 

HIV-I subg£nomiques (30) ont 6t6 ligatures a des fragments 

d'oligomeres (17 nucleotides) issus de M13 (BIOLABS) . Le 

brin compl6mentaire a £t£ ensuite synthetis6 avec 1 1 enzyme 

de Klenow dans un tampon TM (Tris 10 mM, pH 7,5, MgCl 2 , 10 

mM) en presence de dATP, dGTP, dTTP et dCTB marqu6s par du 
3 2 

P en alpha (Amersham, 3000 Ci/mMol). L'ADN a ensuite ete 
digere par les enzymes de restriction appropries, denature 
par la chaleur et soumis a £lectrophorese sur un gel d£na- 
turant de polyacrylamide (contenant 6 % d 1 acrylamide, de 
l'uree 8 M dans un tampon TDE) . Le gel a ensuite 6te auto- 
radiographic pendant 5 minutes. La sonde a ensuite 6te de- 
couple et 61u6e dans un tampon de NaCl 300 mM, SDS O, 1 %. 

Des activit^s sp6cifiques (AS) de ces sondes a brin unique 

8 9 

ont 6te estimees a 5.10 -10 disintegrations par minute/ 
microgramme (dpm/pg) . 

Les sequences caracteristiques contenues dans les 
differentes sondes etaient les suivantes : 
sonde 1 : nucleotides 990-1070, 
sonde 2 : nucleotides 980-1260, 
sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
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sonde 4 : nucleotides 3370-3640. 

Les numerotations des nucleotides qui precedent 
sont celles envisagees dans 1' article reference en (30). 

Enfin la sonde 5 consiste en un plasmide pUC-18 
portant le fragment EcoR1-Sac1 du HIV clone dans AJ19 
(31), lequel a fait l'objet d'une translation de coupure 
(nick-translation) pour obtenir un AS d ' approximativement 
10 8 dpm/pg. 

Les dispositions relatives des fragments subge- 
nomiques contenus dans les sondes vis-a-vis du genome 
entier de KIV-i sont schematisees a la figure 3. Les 
differentes taches correspondent respectivement : 

- tache A : virus obtenus a partir d'une culture de cel- 
lules CEM C1.13 infectees par HIV-1, 

- tache B : virus obtenus a partir de cellules HUT-78 
infectees par STLV-III, 

- taches C et D : isolats respectivement obtenus a partir 
des virus des deux patients africains susmentionnes , 

- tache E : extrait cellulaire temoin negatif obtenu a 
partir de cellules HUT-78 non infectees, 

- tache F ; virus obtenu a partir d'un patient du Zaire 
af fecte par le SIDA et ayant ete cultive sur des lym- 
phocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes les taches ont ete obtenues avec une quan- 
tity de virus correspondant a 25.000 dpm en activite 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 
dpm . 

Les observations faites ont ete les suivantes : 
Les ARNs genomiques des deux isolats de HIV-2, 
obtenus a partir de particules virales purifiees, n ' ont 
hybride avec aucune des sondes dans les conditions strin- 
gentes sus-indiquees , bien que les particules virales 
aient ete isolees et purifiees a partir de surnageants de 
cultures de cellules hautement infectees temoignant d'une 
activite transcriptase inverse elevee. 
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Dans les conditions non stringentes sus-indiquees , 
les observations suivantes ont ete faites. 

Toutes les sondes ont hybride de facon intense 
avec les ARNs genomiques obtenus des preparations temoins 
5 de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu a partir d'un patient 
du Zaire souffrant du SIDA. 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 
990-1260, toutes deux issues de la region gag de HIV-1) 
ont hybride legerement avec les taches des extraits des 
1Q retrovirus HIV-2; l'une seulement de ces deux sondes 
(nucleotides 330-1260) a aussi mbntre une legere hybrida- 
tion avec la tache de STLV-III (figure 3). En ce qui con- 
cerne la sonde contenant un fragment de la region pol 
(nucleotides 2170-2240), on a observe une hybridation avec 
15 STLV-III et, mais de facon beaucoup plus faible, avec 
l'ARN de HIV— 2 . L * autre sonde de la region pol (nucleoti- 
des 3370-3640) n*a donne d 1 hybridation avec aucune des ta- 
ches de HIV-2 et de STLV-III. 

Enfin, la sonde modifiee par translation de cou- 
20 pure et contenant la totalite du gene eny et le LTR (nu- 
cleotides 5290-9130) de HIV-1 n»a hybride ni avec les ARNs 
de STLV-III , ni avec ceux de HIV-2. 

On remarquera encore qu'une autre sonde, qui con- 
tenait 1 ' extremite 5' du cadre de lecture de pqJL de HIV-1 
25 (correspondant a la region protease) n'a hybride ni avec 
les ARNs de HIV-2, ni avec les ARNs de STLV-III. 

II resulte done encore de ce qui precede que le 
virus HIV-2 parait plus eloigne, sur le plan structural, 
du virus HIV-1 qu'il ne 1 ' est de STLV-III . HIV-2 differe 
30 neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient 
a l'appui des resultats differents observes quant aux ca- 
pacites infectieuses des virus HIV-2 pratiquement nulles 
chez les singes, compares aux capacites infectieuses 
certaines des STLV-III chez les me*mes especes de singes. 
35 Les cartes de restriction et les sequences de 
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l'ARN genomique de HIV-2 ou des cADNs obtenus k partir de 
ces ARNs genomiques sont accessible & 1 1 homme du metier, 
des lors que les souches de HIV-2 deposees & la C.N- CM. 
peuvent, apres multiplication appropriee, mettre en ses 
mains le materiel genetique necessaire aux determinations 
de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques . 
Les conditions dans lesquelles la carte de restriction du 
genome de l'un des isolats de HIV-2 de cette invention ont 
ete etablies et les conditions dans lesquelles certaines 
des parties de ADNc derivees de ces genomes ont ete 
s6quencees sont decrites ci-apres. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus 
repr6sentatif des retrovirus HIV-2 est representee dans la 
figure 4. La carte de restriction d'un fragment important 
de cet ADNc apparait a la figure 5. Enfin une partie de ce 
dernier fragment a ete sequence. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de 
restriction qu'elle contient apparaissent & la figure 6. 
L * ADNc entier clone -ou des fragments clones de cet ADNc- 
peuvent eux-meraes etre utilises comme sondes d 1 hybridation 
specif iques . 

2) APNc et fragments de cet ADNc , respectivement 
derives de l'ARN de HTV-? 

Les conditions dans lesquelles I'ADNc susdit a ete 
obtenu, sont decrites ci-apres . 

La premiere etape de fabrication de cet ADNc a 
compris la production d'un oligo (dT) servant d' amorce ou 
d'un brin d ' ADNc initiateur, par la realisation d'une 
reaction endogene activee par un detergent, utilisant la 
transcriptase inverse de HIV-2 , sur des virions purifies, 
obtenus a partir de surnageants de cellules CEM inf ectees . 
La lignee cellulaire CEM etait une lignee cellulaire lym- 
phobias toide CD4+ decrite par G.E. Foley £t ^JL. dans 
Cancer 18; 522-529 (1965), dont le contenu est considere 
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comme faisant par-tie de la presente description. Ces cel- 
lules CEM utilis6es sont infect6es avec un isolat ROD , qui 
s'est r6v£l6 produire de facon continue des quantites im- 
portantes de HIV-2 . 

Apr£s la synthase du second brin (en presence de 
nucleotides et d'une ADN polymerase bacterienne) f les 

cADNs double-brins ont 6t6 ins£r6s dans un vecteur de 

4 

phage bact^rien M13 TG130. Une banque de phages de 10 
phages recombinants M13 a 6t6 obtenue et soumise a un tri 
in situ avec une sonde HIV-1 . Celle-ci contient un frag- 
isent de 1 . 5)cb issu de 1 1 extremite 3 1 de 1 1 ADNc deriv^e de 
1 1 ARN de l'isolat LAV (montr6 dans la figure 7 A), Environ 
50 plaques positives ont ete detectees, purifi6es et 
caract6risees par une hybridation crois^e des ins^rats et 
s6quencage des extremites . 

Cette procedure a permis l'isoleraent de differents 
clones contenant des sequences approximativement compl£- 
mentaires de 1 1 extr6mit6 3* de 1 1 ARN polyadenyle de la 
region de "repetition longue terminale" LTR (abreviation 
anglaise de "long terminal repeat" de HIV-1, decrite par 
S. Wain Hobson £t_al. dans Cell 40: 9-17 (1985)) dont le 
contenu est consid6r§ ici comme faisant partie de la 
description. 

Le plus important des ins£rats du groupe concerne 
de clones de M13 hybridant avec la region LTR 3 1 de HIV-1, 
est un clone designe par E2, d 1 environ 2 kb . Comme la 
region LTR 3 1 de HIV-1, le clone E2 contient un signal 
AATAAA situe a environ 20 nucleotides en amont d'une 
partie terminale poly A, et une region LTR 3 ' correspondant 
a celle de HIV-2. Apres sequencage partiel, cette region 
LTR 3 1 de HIV-2 s'est rdvelee presenter une parente 
eloignee avec le domaine homologue de HIV-1. 

La figure 5 est une carte de restriction du frag- 
ment de E2 (zone rectangulaire allongee) incorpore dans le 
plasmide pSPE2 qui le contient. II comprend une partie de 
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la region R, la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait pas 
apparaitre les limites des regions R et U3. 

La sequence d'une partie de E2 apparalt a la 
figure 6 . Les positions de sites de restriction 
specif iques y sont indiquees. Le faible degre de parents 
entre les regions LTR3 1 de HIV-1 et HIV-2 est illustre par 
la figure 7. En effet, a peu pres 50% seulement des 
nucleotides des deux LTR peuvent etre mis en alignement 
(homologue de sequence d' environ 50%) au prix d'une 
centaine d 1 insertions ou de deletions. En comparaison, 
1 ' hoiaologie de sequence des regions correspondantes des 
isolats americains et africains differents variants de 
HIV-1 est super ieure a 95% r sans insertion ni deletion. 

Le clone E2 a ete utilise comme sonde specifique 
d' HIV-2, pour 1 1 identification sur f litre d ■ hybridation 
des sequences issues de HIV-2, contenues dans d'autres 
clones . 

Cette sonde detecte egalement l'ARN genomique de HIV-2 
dans des conditions stringentes . Elle permet, de me*me, la 
detection par la methode dite de "Southern blot H sur 1 * ADN 
de cellules CEM ou analogues infectees avec un isolat ROD 
ou d'autres isolats de HIV-2 . Aucun signal n'est detecte 
dans les mimes conditions de stringence dans des essais 
d 1 hybridation de cette sonde avec des ADNc issus de cel- 
lules non infectees ou de cellules infectees par HIV-1. 
Ces resultats ont confirme la nature exogene de HIV-2 
vis-a-vis de HIV-1. Une espece d 1 environ 10 kb r corres- 
pondant probablement a 1 ' ADN viral non integr6, a ete 
detecte a titre principal dans 1 1 ADN non digere de cellu- 
les infectees par HIV-2. Un autre ADN ayant une taille 
apparente de 6 kb correspondant peut etre a une circulaire 
de I'ADN viral, a ete detecte aussi. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont ete 
identifiees egalement. A cet effet, une banque genomique a 
6te construite dans le phage lambda L47 . Le phage lambda 
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L47.1 a ete decrit par W*A,M. Loenen s± ^1. dans Gene 
249-259 (1980), publication dont le contenu est consi- 
ders comme faisant partie de la presente description. 

La banque genomique est construite avec des 
fragments obtenus par digestion de l'ADN provenant de la 
lignee cellulaire CEM infectee avec HIV-2 R0D , apres di- 
gestion avec 1 ' enzyme Sau3AI . 

Environ 2 x 10 6 plaques de recombinants ont ete 
triees in situ avec un clone contenant l'inserat E2 marque 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont ete de- 
tectes sur plaques et purifies. Les cartes de restriction 
de trois de ces phages, caracterises par leur capacite 
d ' hybridation en "Southern blot" avec l'inserat E2 dans 
des conditions stringentes, ainsi qu' avec des sondes sub- 
genomiques de HIV-1 dans des conditions non-stringentes . 

Un clone portant un inserat de 9.5 Jcb et derivant 
de l'ADN viral circulaire entier, contenant le genome com- 
plet de HIV-2, a ete identifie. II a ete designe "Lambda 
ROD 4 M . Les deux autres clones, Lambda ROD 27 et Lambda 
ROD 35 derivant de provirus integres, portant des sequen- 
ces LTR des sequences codantes virales et des sequences 
adjacentes d 1 ADN cellulaire. Les differentes sequences de- 
coulent de la figure 8 . 

Des fragments des clones Lambda ont ete sous-clo- 
nes dans plasmide vecteur plasmidique pUC 18. Les frag- 
ments issus de A ROD 4, A ROD 27 et A ROD 35 et respec- 
tivement sous-clones dans le susdit vecteur plasmide 
apparaissant egalement A la figure 8. Les sous-clones sui- 
vants ont ete obtenus . 

pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27 f contient une region 
de 5,2 kb du genome de HIV-II et des sequences cellulaires 
adjacentes (5* LTR et sequence virale codante 5' autour 
d'un site ECo RI). 

- pROD 4.8 derive de Lambda ROD 4, contient un fragment 
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Hind III d' environ 5 kb. Ce fragment correspond a la par- 
tie centrale du genome HIV-2. 

- PROD 27-5' et pROD 4.8 contiennent des ins6rats de HIV-2 
qui se chevauchent mutuellement. 

- PROD 4 . 7 contient un fragment HIND III de 1.8 kb de 
Lambda ROD 4 ; ce fragment est place dans la direction 3 
vis-a-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et con- 
tient environ 0.8 kb de sequences virales codantes et une 
partie situee entre les sites de clonage Bam H1 et Hind 
III du bras gauche du phage Lambda ( Lambda L 47.1). 

- pROD 35 contient toutes ies sequences HIV- 2 codantes 
dans la direction 3, vis-a-vis du site Eco R1 r 1 1 extremite 
3 * LTR et environ 4 kb de sequences nucleiques ad jacentes 
d'origine cellulaire. 

- pROD 27-5 1 et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101, ont 
ete deposes a la CNCM sous les numlros respectifs 1-626 et 
1-633. 

- pROD 4.7 et pROD 4.8 r contenus dans E.Coli TG1 r ont et6 
deposes a la CNCM respectivement sous les numeros 1-627 et 
1-628. 

Le genome complet de HIV-2 ROD, dont la carte de 
restriction apparait a la figure 4 r a ete reconstitue a 
partir de pROD 35 f linearise au prealable avec Eco R1 , de 
pROD 27-5 * . L'ins^rat Eco R1 de pROD 27-5 a ete ligature 
dans 1' orientation correcte dans le site EcoRI de pROD 35. 

Le degre de parente entre HIV-2 et les autres 
retrovirus humains ou simiens a 6t6 appr£cie par des expe- 
riences d 1 hybridation mutuelle. L'homologie relative entre 
les differentes regions de genomes de HIV-1 et de HIV-2 a 
ete determinee par des essais d 1 hybridation de fragments 
respectivement issus de genome de HIV-1 clone et de Lambda 
ROD 4 marqu£ radioactivement . Les positions relatives de 
ces fragments (numerotes de 1 a 1 1 ) vis a vis du genome de 
HIV-1 apparaissant au bas de la figure 9. 
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M€me dans des conditions de tres faible stringence 
(Tm-42°C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux niveaux de leurs genes respectifs aaa (taches 1 et 
2), des regions reverse transcriptase dans i>oJL (tache 3), 
des regions d'extremites de pojl . des genes Q (ou sor ) 
(tache 5) et des genes F (ou 3' orf) et 3' LTR (tache 11). 
Le fragment HIV-1 utilise pour detecter les premiers 
clones ADNc de HIV-2 correspond au sous-clone de la tache 
1 1 , qui hybride relativement bien avec HIV-2 dans des 
conditions non stringentes . On signal provenant de la 
tache 5 est le seul persistant apres un lavage stringent. 
Le gene d'enveloppe, la region du gene tat et une partie 
de poI apparaissent tres divergents . Ces donnees, ainsi 
que la sequence obtenue avec LTR (figure 3) demontrent que 
HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son 
enveloppe) un variant de HIV-1. 

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV 
(decrit par M.D.Daniel et al . dans Science 228 : 1201-1204 
(1985), dont le contenu doit etre considere comme faisant 
partie de la presente description) qu'il ne 1 ' est de 
HIV-1 . 

Toutes les proteines de SIV, y compris la proteine 
de 1' enveloppe, sont immuno-precipitees par des serums de 
patients infectes par HIV-2, tandis que la reactivite se- 
rologique croisee de HIV-1 et HIV-2 est limitee aux pro- 
teines du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent etre 
distingues par les differences mentionnees plus haut au 
niveau des poids moleculaires de leurs proteines. 

En ce qui concerne les sequences nucleotidiques , 
on remarque aussi que HIV-2 a une parente avec SIV. 

De plus , la caracterisation de HIV-2 permet aussi 
de delimiter le domaine de la glycoproteine d'enveloppe 
qui est responsable de la fixation du virus a la surface 
des cellucles cibles et de 1 1 internalisation ulterieure du 
virus. L' interaction se fait par 1 ' intermediaire de la 
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molecule CD 4 elle-meme et il semble que HIV-1 et HIV-2 
utilisent le mSme recepteur. Aussi, bien qu'il existe de 
grandes differences entre les genes env de HIV-1 et HIV-2, 
les domaines homologues restreints des enveloppes des deux 
HIV peuvent-ils etre consideres comme const! tuants de 
fixation a un recepteur commun des lymphocytes T4 . Ces 
sites sont appeles a constituer des epitopes porteurs de 
1 ' immunogenicite de peptides qui pourraient etre utilises 
pour susciter chez l'homme une reponse immunitaire 
protectrice contre les virus HIV. 

Des sequences avantageuses pour la constitution de 
sondes dans des reactions d 1 hybridation avec le materiel 
genetique de patients porteurs de virus ou de provirus, 
notamment pour detecter la presence d'ARN de virus HlV-e 
dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nucleoti- 
dique resultant de combinaison des fragments de 5 kb de 
fiin&III de ROD 4 et de 1'ADNc E2 . Les essais peuvent etre 
realises selon toutes methodes notamment selon les techni- 
ques de "Northern blot", "Southern blot" et "dot blot". 

Des caracteristiques supplementaires de 1 ' inven- 
tion apparaxtront encore de facon non limitative au cours 
de la description qui suit d'exemples d ■ identification de 
certaines parties du genome retroviral et de la production 
d'un certain nombre d 1 ADNs recombinants mettant en jeu 
di verses parties d'un ADNc derive du genome retroviral de 
HIV-2 . 

EXEMPLES 

EXEMPLE T 

Sonde ADN r EQur 1 ; utilisation d.n. i ea th*-* d e dia- 
gnostic de HIV-2. 

an ADNc complementaire de I'ARN du genome 
obtenu a partir de virions purifies, a ete prepare selon 
la methode suivante : 

Le surnageant obtenu apres 48 heures de cul- 
ture de cellules CEM infectees par un isolat HIV-2 ROD 
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de HIV-2 a ete ultracentrifug6. Le culot de centrif li- 
gation contenant le virion a ete centrigue sur gradient 
de sucrose pour former un nouveau culot de centrifuga- 
tion substantiellement par la meme methode que celle 
decrite dans la demande de brevet europeen 
84/401 234/0.138.667 dej& mentionnee . 

La preparation de HIV-2 purifie a ete utilisee 
pour la synthese d'ADNc en mettant en oeuvre une reac- 
tion endogene, activee par un detergent. 

En r6sum6, la preparation du virion a ete 
ajoutee a un melange de reaction contenant 50mM Tris- 
HCl f 5mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 0.025% du detergent commer- 
cialise sous la marque TRITON, et 50 pM de chacun des 4 
deoxynucleoside-triphosphates et un initiateur oligo 
(dT) . La reaction a ete conduite pendant 90 minutes A 
37*C. 

Apres 1 ' extraction au phenol des proteines 
presentes dans le premier milieu de reaction, la seconde 
chaine de l'ADNc a ete synthetisee en presence de 
RNAse, ADN polymerase 1 de E . coli et des 4 deoxynu- 
cleotides, pendant 1 heure A 15 *C et 1 heure a 22 *C. Des 
extrerait6s franches ont ete creees sur cette double 
chaine ADNc, par 1' action de la T4 ADN polymerase. Tous 
les reactifs de ce procede sont disponibles dans le 
commerce (kit ADNc de la Societe AMERSHAM) et ont ete 
utilises corame recoramande par le fournisseur. 

Apres (1) ligation d'adaptateurs (linkers) 
contenant un site EcoR1 (commercialises par Pharmacia) 
aux extremites franches de 1 ' ADNc en presence d'une 
ligase ADN T4 (commercialisee par BIOLABS)(2) r digestion 
de ces "linkers" par 1 ' endonuclease de restriction 
Eco R1 . et (3) elimination des fragments de M linker M par 
une filtration sur gel (colonne du gel commercialise 
sous la marque ULTROGEL) AcA 34 (LKB-IBF), 1 1 ADNc est 
insere dans un vecteur M 13 TG 130 clive par Eco R1 . Une 
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banque d 1 ADNcs a ete obtenue apres transformation de la 
souche de fi, cplj, TG1 . On a obtenu approximativement 10 4 
plaques de recombinants M13. 

Pour selectionner dans la banque d* ADNcs des 
clones M13 recombinants contenant l'ADNc de HIV-2, la 
technique d ' hybridation sur plaque a ete utilisee. L'ADN 
des plaques M13 a ete transfere sur des 'filtres de ni- 
trocellulose, et hybride a des sondes de HIV-1 subgeno- 
miques derivees du clone "lambda J19" d'un virus LAV (ou 
HIV) decrit dans la demande de brevet europeen. Cette 
sonde coiaprenait un inserat constitue par une par tie 
ayant une longueur approximative de 1500 paires de bases 
(Pb) de I'ADN de HIV-1. Cet inserat etait delimite par 
deux sites de restriction Eiiidlll respectivement d 1 ■ in- 
terieur du cadre de lecture ouverte du gene "env H et 
dans le segment R de 1 ' extremite 3* LTR de HIV-1. Cette 
sonde contenait 1 1 extremite 3' du gene env, la totalite 
du gene F, le segment U3 et une partie du segment R de 
LTR, d'une longueur approximative de 1500 paires de 
bases (pb) . 

La sonde contenant 1' inserat fiindlll de 1,5kb 
a 6te marquee avec du J ^p dCTP et dTTP (3000 Ci x 10" 3 
mole) par incubation de la sonde en presence d'initia- 
teurs et d'ADN polymerase I de Klenow, pendant 4 heures 
a 15 - C (en utilisant un kit de AMERSHAM) . Les essais 
d' hybridation des clones d 1 ADNc de la banque ont ete 
conduits pendant toute la nuit dans des conditions de 
faible stringence, au sein d'une solution d'un milieu 
d 1 hybridation contenant 5X SSC, 5X Denhart r 25% de for- 
mamide, 100 pg/ml d'ADN de sperme de saumon denature et 
la sonde marquee (2 x 10 7 cpm avec une specif icite de 
10 cpm/ug) a 37 *c. Les filtres ont ete soumis a trois 
etapes de lavage, successivement en presence des trois 
solutions dont les compositions sont indiquees ci-apres: 
Lavage n* 1 :5XSSC, 0. 1% SDS,a 25'C pendant 4x15 minutes 
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Lavage n° 2:2XSSC r 0.1% SDS,d 42°C pendant 2x30 minutes 
Lavage n° 3:0, 1XSSC, 0.1% SDS , a 65*C pendant 2x30minutes 
Chaque lavage est suivi par une autoradiographie des 
f litres . 

Plusieurs clones positifs ont ete detectes 
apres le lavage n* 1 et l'ont encore ete apres le lavage 
n* 2. Cependant, tous les signaux disparaissaient apres 
le lavage n° 3. Ceci indique que les clones positifs 
n'avaient avec le genome de HIV-1 qu'une faible parente, 
neanmoins suffisante pour effectuer la susdite selec- 
tion. Les clones positifs ont ete repiques, redeposes 
sur des plaques et de nouveau hybrides avec la merae son- 
de dans les conditions de stringence correspondant au 
lavage n' 1. La majorite d'entre-eux etaient encore po- 
sitifs. 

Les clones ont aussi ete selectionnes en met- 
tant en oeuvre une sonde d 1 ADN humain total dans des 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 
5X SSC r 5X Denhart, et 40% de formamide, suivie d'un 
lavage dans 1X SSC, 0.1% SDS, a 50* C. Aucun des clones 
prealablement positifs n'a ete detecte, par consequent 
ne correspondait pas a 1 * ADN repetitif specif ique ou a 
I'ADNc de I'ARN ribosomal . 

Les clones recombinants M13 positifs ont ete 
cultives dans un milieu liquide et caracterises : 
( 1 ) Taille de leur insertion : 

Un ADN type simple brin de M13 a ete obtenu a 
partir de chaque clone individuel , et la synthase du 
second brin a ete conduite avec une sequence initiatrice 
17-mer M13 et 1 1 enzyme de Klenow. Les inserats ont ete 
excises a I'aide d'Ecc^RI (BOEHRINGER) et analyses par 
electrophorese sur gel d 1 agarose. La plupart des in- 
serats contenaient de 200 a 600 et 200 pb, a 1 ' exception 
du clone denomme E2 . 1 , qui avait approximativement une 
longueur de 2 Kpb. 
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(2) An^J,y ffg 3g la secmence nnrU o tidioue : 

Plusieurs clones ont 6te parti el lenient se- 
quences, en utilisant la methode dideoxy de Sanger et 
al. d6crite dans Proc. Natl. Acad. Sci. 74:5463-7 
(1977), faisant partie de la presente description. 
Differents clones independants contenaient des sequences 
nucleotidiques similaires, a 1' exception des chaines 
poly-A a leurs extremites 3 ■ dont les longueurs etaient 
differentes. Ces resultats demontrent que ces clones 
ADNc etaient derives de la ma trice d'ARN. L 'analyse de 
sequence detaillee de ces clones ADNc, comprenant 
1' extremity 3' du genome de HIV-2, a montr6 une parents 
limit6e avec HIV- 1 . 

(3) HY^ridation avec VftRN et tadn afe nf > mi -« u e d» ktv-? 

(a) Obtention de l'ARN g6nomique de HIV-2 : Un 
surnageant infecte a ete centrifuge (50.000 rotations, 
30 minutes). Le culot du depdt a ete resuspendu dans 
10mM Tris pH 7 . 5 , lmM EDTA, 0.1% SDS . fun des clones 
d' insertion F1 . 1 a ete marque et utilise comme sonde 
pour 1 ' hybridation avec l'ARN genomique de differents 
isolats viraux, conformement a la technique de "dot- 
blot" . 

La technique "dot-blot" comprenait les etapes 
suivantes : 

(i) deposer 1 ' echantillon (lysat HIV-2) en taches sur 
une membrane de nitrocellulose prealableraent trempee 
dans 20X SSC (3M NaCl, 0.3M de citrate de sodium) et 
sechee a l'air, (ii) faire cuire la membrane pendant 2 
heures a 80* c. . et (iii) effectuer 1 ■ hybridation . 

Cette hybridation a ete conduite dans des 
conditions de haute stringence (5X SSC, 5X Denhart, 50% 
formamide a 42'C) . Elle a 6te suivie d'un lavage dans 
0.1X SSC, 0.1% SDS a 65-C. Dans ces conditions, la sonde 
hybride fortement aux taches provenant de deux isolats 
independents de HIV-2, incluant le LAV-II ROD, dont 
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l'ADNc clone etait issu. Un faible signal d 1 hybridation 

a ete detecte avec la tache formee par STLV-IIImac 

(Virus T-Lymphotropique de Singe (egalement connu comme 

M SIV") de type III, macaque), et aucune hybridation n'a 

ete detectee avec les isolats de HIV-1 . 

I,es experiences de "Southern Blot", mettant en 

jeu le clone E-2.1 contenant l'inserat de 2Kb en tant 

3 2 

que sonde marquee au P f ne mani fester ent aucune hybri- 
dation avec des ADNs de cellules non infectees, mais de- 
tectaient des bandes dans des cellules detachees infec- 
tees par hxv-2 dans des conditions de forte stringence. 
HIV-2 montre un polymorphisme a des niveaux de sa carte 
de restriction equivalents a ceux des cartes de restric- 
tion de HIV-1. Avec de 1 ' ADN cellulaire complet de cel- 
lules infectees, deux sortes de signaux sont detectes 
par la methode de "Southern Blot" : (1) dans des frac- 
tions d'ADN ayant des poids moleculaires PM d' environ 
20kb et plus dans le cas de formes integrees du virus, 
et (2) dans les fractions de PM plus faibles (9,10kb), 
dans le cas de virus non integre au genome. 

Ces caracteristiques sont hautement speci- 
fiques d'un retrovirus. 

Certaines experiences effectuees avec STLV-III 
(SIV-3) de cellules infectees ont permis de constater 
que le retrovirus simien est relativement distant de 
HIV-2 (le signal est uniquement detecte dans des con- 
ditions de faible stringence) . Ces experiences montrent 
que les susdites sondes permettent la detection speci- 
fique de HIV-2. 

(4) Sous-clonage l'&DNc <Ie HIV-2 dans un vecteur 

plasmide bacterien : 

Le clone M13 positif , E 2-1 a ete selectionn6 
et sous-clone dans un vecteur plasmide. L 1 ADN du phage 
M13 (TG 130) recombinant E-2 a ete purifie sous forme 
d'un ADN simple brin (M- 1 3-ROD-E2 ) contenant l'inserat 
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de 2 kb, contenant la portion 3' du genome de HIV-2 
(obtenu a partir de HIV-2 ROD) . Cet inserat a ete 
transfere dans le plasmide pSP65, decrit par Melton, 
D.A. dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035-7056 (1984). 

Une seconde chaine a 6te construite in vitro 
en presence de la sequence d'initiateur 17 mer 
(AMERSHAM), des quatre nucleotides A,C,T,G, et de l'ADN 
polymerase I (Klenow) . l ■ inserat £cc>r i a ete excise par 
digestion £coR1 et purifiee sur gel d' agarose, puis li- 
gue a P SP65 r lui-meme prealablement digere avec £cgR1 . 
Le melange de ligation a ete utilise pour transformer la 
souche E.colj DH1 et des recombinants ont ete selection- 
nes grace a leur capacite de resistance a 1 'ampicilline. 
Les recombinants identifies ont ete cultives sur milieu 
LB (Luria medium) contenant 50 M g/ml d 'ampicilline. Ces 
Plasmides recombinants ont ete purifies et contr61es 
quant a la presence du fragment insere correct. 

L'un des clones obtenus designe par la ref6- 
rence P SPE2, a ete depose a la CNCM a PARIS, France, 
sous le n* d'acces 1-595 le 5 Septembre 1986. 

Les inserats derives des ADNc de HIV-2 et qui 
se trouvaient inserts dans la sonde susdite contenaient 
la sdquence de nucleotides qui a ete definie plus haut, 
en rapport avec une partie de E2. 
EXEMPT.K TT 

Clonage d'un APNr complement* i re A 1'Ann C OmD 1 «Wr,+ a -i ~ 
ft 1'ARN genomigue dp v irions de HIV-? . 

Des virions HIV-2 ont ete purifies a partir de 
5 litres d'un surnageant d'une culture d'une lignee CEM 
infectee avec un isolat ROD. On premier brin d ' ADNc a 
ete synthetise au contact de virus purifie sedimente, en 
Presence d'un initiateur oligo (dt) et en mettant en 
oeuvre une reaction endogene activee par un detergent 
selon la technique decrite par Alizon et al. Nature 
i!2 : 757-760 (1984). Les hybrides ARN-ADNc ont ete 
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purifies par une extraction par un melange ph£nol- 
chlorof orrae et par une precipitation a 1 ' 6thanol . Le 
second brin d'ADNc a 6t6 produit en presence d'ADN 
polymerase-I/RNAse H selon la methode dScrite par Gubler 
et Hoffman. La description de cet article est consider^e 
comme faisant partie de la pr6sente description. 

L'ADNc double brin a et6 muni d'extremites 
f ranches en presence d'ADN polymerase T4 en utilisant 
les constituants d'un kit de synthase d'ADNc commer- 
cialise par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco R1 commercialisms 
par PHARMACIA, ont et6 fix6s a 1 ' extr£mit6 de I'ADNc; 
I'ADNc ainsi modifie a 6t<§ insere apr^s digestion en 
presence de Eco R1 dans un vecteur de phage dephospho- 
ril6 M13tg130 lui-meme dig6r6 par Eco R1 , £galement 
commercialise par AMERSHAM. Une bande d'ADNc a 6t6 
obtenu apres transformation de la souche E.coli TG1 . 
Des plaques de recombinants (10 4 ) ont et6 tries in situ 
sur des filtres permettant des r<§pliques par hybridation 
avec le clone J19 contenant le fragment Hind III de 
1,5kb deja mentione plus haut, issu de HIV- 1 . 

Les filtres ont 6te prehybrides en presence 
d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHARDT , 
formamide a 25%, de l'ADN denature de sperme de saumon 
(100 microgrammes/mml) a 37 *C, pendant 4 heures , puis 
hybride pendant 16 heures dans le meme tampon (Tm -42 *C) 
en presence d'un supplement de sonde marqu6e (4 x 
10 7 cbm), pour fournir une solution finale de tampon 
d* hybridation contenant 10 6 cpm/ml). Le lavage a ete fait 
avec une solution 5 x SSC, 0,1% SDS a 25*C pendant 2 
heures (etant entendu que 20 x SSC correspond a une so- 
lution NaCl 3M et de citrate de sodium 0,3M. Les plaques 
repondant positivement ont et6 purifiees et les ADNs 
mono-brins de M13 ont 6t6 prepares et leurs extr6mit6s 
ont 6te sequenc6es selon la methode de Sanger et al . 
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gradient de sucrose a 5-40% et liguee aux bras BamHI du 
vecteur lambda L47.1. Les plaques (2 x 10 6 ) obtenues apres 
empaquetage in vitro et depdt sur souche E.coli LA 101 ont 
ete triees In situ par hybridation avec I'inserat de 
I'ADNc clone E2. Approximativement f 10 clones positifs ont 
ete purifies sur plaque et propages sur E . coli C600 recBC . 
I*es clones lamdba ROD 4, ROD 27 et ROD 35 ont ete 
amplifies et leurs ADN caracterises par etablissement de 
leurs cartes de restriction et par hybridation par la 
methode de "Southern" avec le clone ADNc de HIV-II dans 
des conditions stringentes et avec les sondes cracr-pol de 
HIV-1 dans des conditions non stringentes. 

La figure 8 presente de facon schematique les 
structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. 

Les parties rectangulaires allongees de ces 
schemas correspondent a des sequences pro-virales issues 
des ADNs des cellules CEM initialement infectees, les 
parties blanches correspondant a des sequences retro- 
virales / les parties grisees a des parties des ADNs 
cellulaires et les parties en noir au LTR dans lesdites 
frequences virales . 

Les traits fins designes par les lettres L et R 
correspondent aux bras issus du vecteur de phage Lambda 
L47 . 1 ayant servi au clonage . 

Certains des sites des restrictions ont 6galement 
ete indiques : il s'agit plus particulierement des sites 
suivants : 

B : BamHI ; E : ££ORI ; H : HindHI ; K: Kpn l ; Ps : £s£I ; Pv 
: PvnII ; S: Sad ; X: Xba l . 

Ces sequences virales ont des parties en commun 
avec la sequence E2 . Les positions relatives de ces 
parties determinees par hybridation avec E2, appa- 
raissent egalement dans les figures. 

ROD 4 est derive d 1 un ADN viral circulaire . ROD 27 
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et ROD 35 sont derives de provirus int6gr6s dans une 
structure ADN cellulaire. 

Enfin, on voit apparaitre dans ces figures les 
ins£rats sous -clones dans les conditions qui ont 6t6 
5 indiqu^es plus haut et leurs positions relatives vis-a- 
vis des sequences correspondantes de ROD 4, ROD 27 et ROD 
35. 

XI s'agit plus particulierement des ins6rats des 
plasmides pROD 27-5 1 , pROD 35-3 1 r pROD 4.6, pROD 

1Q 4.8 et pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensites 
relatives des taches d 1 hybridation qui ont ete r6alis£es 
entre ROD-4 et des sous -fragments 1 a 11 respectivement 
issus des differentes parties d'un ADN a chalne unique 

15 issu de sous-clone de M13 contenant un acide nucleique 
derive du genome entier de LAV. Les positions relatives de 
ces divers fragments vis-a-vis du genome entier de LAV 
(determine par sequen^age) sont indiquees dans la partie 
inferieure de la figure. Le point 12 correspond a une 

20 "tache temoin realise en raettant en oeuvre un ADN t^moin du 
phage Lambda. 

Les essais d • hybridation dans la methode de 
transfert par tache (dot-blot) ont 6te realises dans les 
conditions de faible stringence de 1 ' exemple II. En 

25 utilisant a titre de sonde, le recombinant Lambda ROD 4 
contenant 1 ' ADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite 
ete faits successivement dans les conditions suivantes : 
2 x SSC f 0.1% SDS a 25°C. (Tm -42*C), 1 x SSC f 0.1 % SDS a 
60"C. (Tm -20°C) f et 0.1 x SSC r 0.1% SDS a 60*C. 

30 (Tm ~ 3 * C) ' 

Les taches representees ont £te obtenues apr£s 
exposition radiographique pendant 1 nuit. 
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EXEMPkE IV 

Test de diagnostic in vitro de la presence du virus 
HXY-2 flans \m milieu frjolog jgu$ . 
MATERI EL ET M ETHQPES 
5 PATIENTS 

Les patients infectds par HIV-2 ont 6t6 s6- 
lectionnds parmi des personnes admises a I'hbpital Egas 
Moniz de LISBONNE pour hospitalisation ou pour consul- 

1Q tation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour realiser cette selection -, tons les individus 
d'origine africaine ou ayant sejourn6 en Afrigue ont subi 
un test serologigue a la fois pour rechercher la presence 
d'anticorps contre HIV- 1 ( immuno- fluorescence- I FA- et/ou 

15 ELISA) et contre HIV-2 (IFA). Seuls les patients pour 
lesguels on a prouv6 s^rologiquement 1 1 infection avec 
HIV-2 ont ete retenus dans cette etude, 
isolation du virus. 

Chez 12 patients, 1 ' isolation de HIV a ete con- 

2q duite comme on le rappelle bridvement . Les lymphocytes 
peripheriques sanguins des patients (PBL) ont ete stimules 
avec PHA, cultives en coculture avec des PBLs normaux 
humains stimules par PHA et maintenus en presence 
d* inter leukine-2 (IL-2) . Les cultures ont 6te controlees 

25 afin de reperer la presence eventuelle d'un effet cytopa- 
thog6nique (CPE) et afin de mesurer 1'activite de trans- 
criptase inverse (RT) dans le surnageant. 
Jest d 1 immuyiofJ.Mpyegcenpe (IFA) 

Des plaques IFA ont ete preparees comme suit : des 

3Q cellules MOLT-4 infectees avec HIV-2 ont ete lavees 2 fois 
dans PBS et 6talees sur des lames de verre IFA (10 4 cel- 
lules par puits), puis sechees a l'air et fix£es par de 
1' acetone a f roid . Pour le test IFA, ces cellules ont 6t6 
soumises a une r6action, le serum de test 6tant dilu6 a 

35 
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1/10, pendant 45* a 37 *C, ont ete lavees, sechees et sou- 
mises a une reaction avec de la fluoresceine conjuguee a 
des igG, A, M anti-humaines de chevre (dilue a 1/100) 
pendant 30 minutes a 37'C. Apres le lavage, les cellules 
ont ete colorees avec du bleu Evans, a 0,006%, montees 
dans un melange de 90% de glycerol, 10% de PBS et 
examinees au microscope a fluorescence. 

Certains serums de patients ont ete examines pour 
determiner la presence d'anticorps anti-HIV-1 en utilisant 
les tests serologiques disponibles dans ie commerce sous 
la denomination ELAVIA (Pasteur Diagnostics) ou ABBOTT. 
Test de radiQ-immunopr^ripitatimi fPTPt) 

Des cellules CEM infectees avec H1V-1 ou HIV-2 ont 
ete cultivees en presence de 35 s cysteine (200 microCi/ml) 
pendant" 16 heures. Le surnageant a ete recueilli, les 
particules virales ont ete centrifugees et lysees sur un 
tampon RIPA (Tris-HC1 50mM pH 7.5, NaC1 150mM, EOT A 1mM, 
1% Triton X100, Sodium deoxycholate 0.1%, SDS 0.1%). Pour 
chague reaction, 50 microlitres de lysat dilue corres- 
pondant a 10 cpm ont ete mis en reaction avec 5 micro- 
litres d'un serum test pendant 18 heures a 4'C. Des 
complexes immuns ont ete lies grace a une proteine A fixee 
sur du Sepharose PHARMACIA laves, et elues pendant une 
ebullition de 2 minutes. Les antigenes elues ont ete 
analyses par electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide et 
par autographie . 
Hybridation n nt-blot 

Des virus isoles dans des PBLs de patients ont ete 
centrifuges et lyses dans Tris-HCl 10mM P H 7.5, NaCl 10mM, 
EDTA imM, SDS 0.5%. un microlitre de chague lysat, c- 
orrespondant a une activite RT de 50.000 cpm a e t6 depose 
sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un 
lavage ont ete realises dans des conditions de forte 
strxngence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 50% de 



0239425 



41 

formamide, pendant 18 heures A 42°C ; et lavage dans 0.1X 
SSC, 0.1% SDS & 65*C. On a utilise des sondes HIV-1 et 
HIV-2, marquees au 32p (activity specif ique de 10 8 
cpm/microgramme) . La sonde HIV-1 correspond au genome 
complet de 1 1 isolat LAV^^j, et la sonde HIV-2 derive d'un 
ADN clone de 2 kilobases de 1' isolat LAV-2 RCO . 
R SSUjLTATS 

Population 3es patj^nt? 

30 patients chez lesquels on decelait une in- 
fection par HIV-2 par mise en Evidence serologique ou 
virale, cnt 6t6 Studies. Farxai ces 30 patients on comptait 
12 hommes et 18 f eromes . La moyenne d'age etait de 35 ans 
pour un intervalle de 11 & 55 ans. Tous les patients 
excepte 1 , etaient restes plusieurs anndes en Af rique de 
l'Ouest : 26 etaient nes et vivaient en Guinee-Bissau et 2 
etaient originaires des lies du Cap-Vert. 1 patient etait 
un gar con de 11 ans de 1' Angola, qui avait vecu dans les 
lies du Cap-Vert pendant plusieurs annees . Le seul 
europeen de la population etudiee etait un Portugais de 40 
ans qui avait vecu pendant 8 ans au Zaire, mais dementait 
tout sejour en Af rique de 1'Ouest. 
Presentation c liniaue 

Parmi les 30 patients, 17 avaient un SIDA, 
conformement aux criteres reconnus CDC. Le sympt&me majeur 
chez ces patients etait la diarrhee chronique, accompagnee 
dans la plupart des cas d 1 une perte de poids de plus de 10 
kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhee etait associee 
avec la presence d ' une infection intestinale soudaine ; 
pour 7 cas, 1* agent pathogene etait le seul Isospora 
belli, 1 patient etait atteint uniquement par 

Cryptosporidium et 2 avaient & la fois les 2 agents 
pathogenes. Dans 3 cas, aucun agent pathogene intestinal 
inattendu n'a ete revele. Parmi les 17 cas de malades at- 
teints de SIDA, on a diagnostique chez 8 des candidoses 
oesophagiennes. 6 patients atteints du SIDA presentaient 
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des symptdmes respiratoires . Une tuberculose pulmonaire a 
ete diagnostiqu^e chez 2 d'entre eux et une microbactSrie 
diff^rente non identifi£e a ete d^celee chez I'un d'entre 
eux. 

2 patients souffraient d'une aspergilose pulmonaire & la 
suite d'une tuberculose. 2 autres patients atteints du 
SIDA presentaient des phases xecurrentes de pneumonie sans 
identification de 1 ' agent pathogene, et 1 patient avait 
une pneumonie du type Pneumocystis carinii, qui rut dia- 
gnostiquee uniquement post-mortem. Quatre des 17 patients 
atteints du SIDA avaient un sarcome de Kapcsis : dans 3 cas 
il est apparu comme limite a la peau et chez un autre 
patient un examen post-mortem a revelS des lesions 
dissemin6es au niveau visceral. Des desordres du systeme 
nerveux central sont apparus chez 2 patients atteints du 
SIDA : 1 avait un lymphome cerebral, et 1" autre avait une 
encephalite subaigue de cause inconnue. 

4 patients presentaient les symptomes du complexe lie au 
SIDA (ARC) : 

2 avaient des lymphadenopathies diffuses avec fi£vre 
persistante, 1 avait une diarrh^e chronique avec perte de 
poids, et 1 avait des phases recurrentes de bron- 
chopneumonie et des lymphadenopathies multiples. 

Parmi les 9 patients restants, 6 n 1 avaient aucun 
symptome rattachable a 1' infection par HIV f 1 etait 
atteint uniquement d'une tuberculose pulmonaire , 1 avait 
uniquement des lymphadenopathies diffuses persistantes et 
1 presentait une syphillis neurologique . Pendant la pe- 
riode d' etude de 12 mois r 7 patients sont morts, tous 
presentant un SIDA. 
Etude serolocricmg 

Chaque patient fait l'objet d'au moins un test 
s^rologique pour rechercher la presence d'anticorps contre 
a la fois HIV-1 et HIV-2 . Tous les serums des patients ont 
6t£ testes par test IFA afin de reperer les anticorps 
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contre HIV-2 et tous se sont revel^s positif s . Parmi eux, 
21 furent aussi testes poiir les anticorps contre HIV-2 par 
un test RIPA : tous ont precipite de fagon claire la 
glycoproteine de haut poids mol6culaire de l'enveloppe du 
virus, designee par gp140, et 16 d'entre eux ont reagi 
Sgalement avec la proteine majeure du noyau p26, alors 
qu'une seulement r£agit avec une autre proteine virale du 
noyau, designee par p16. 

Dans ces s6rums on a recherche la presence d' an- 
ticorps presentant des reactions croisees avec HIV-I en 
utilisant les differents tests. On test I FA a ete utilise 
pour 24 serums : 12 sont n6gatifs, 10 sont faiblement 
reactifs, et 2 positif s . Dans un test ELISA, 21 scrums ont 
6te testes : 16 dtaient n^gatifs, et 5 etaient positif s . 
Finalement, on a recherche dans 11 serums la presence 
d* anticorps contre les prot£ines de HIV-1 par la methode 
RIPA. 

3 d'entre eux n 1 ont absolument pas reagi, et ceci avec 
aucune proteine virale, 2 seulement ont precipit6 avec la 
prot6ine p3 4, issue du gene pol, et 5 ont reagi avec la 
proteine p25 , proteine majeure du noyau. 2 scrums ont 
r6agi seulement faiblement avec la glyco-proteine gp110 de 
l'enveloppe du virus HIV-1. Ces deux serums ainsi que tous 
les serums positifs lors des tests I FA ou ELISA concernant 
les anticorps anti HIV-1 ont reagi fortement avec la gp140 
de HIV-2 dans un test RIPA, indiquant une infection avec 
HIV-2 plutdt qu'avec HIV-1. Seulement 1 patient, qui n'est 
pas inclu dans la population 6tudiee, a £te reconnu s6ro- 
logiquement comme etant infect^ par HIV-1 et non par 
HIV-2. Ce patient etait une femme de 21 ans de l'Afrique 
Centrale (lie Sao Tome) presentant un SIDA. 
Isolatipn flu yjrus 

L ' isolation des virus dans les lymphocytes 
peripheriques du sang a ete pratiquee sur 12 patients. Un 
HIV a ete isole chez 11 d'entre deux, grace a la presence 
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d'un effet cytopathogenique, et k la mesure d'un pic des 
particules associees a l'activite de transcriptase inverse 
dans les surnageants de culture. 

Ces 11 isolats ont ete identifies comme etant des 
isolats de HIV-2 en utilisant la technique d ■ hybridation 
"dot-blot". Les taches virales obtenues a partir de 10 
isolats ont montre une hybridation forte dans les condi- 
tions stringentes d • hybridation et de lavage avec une 
sonde HIV-2 derivee d'un ADNc clone de HIV-2, alors 
qu'aucune d ' entre-elles n' hybridal t avec les sondes HIV-1 
dans les Denes conditions. On isolat hybridait seulement 
faiblement avec une sonde HIV-2, mais n'hybridait pas avec 
une sonde HIV— 1 . 
Evaluation imm unolotri^ ^ 

13 patients ont ete Studies pour evaluer le nombre 
de leurs lymphocytes circulant identifies conune etant des 
cellules T auxiliaires (helper) (CD4+) et le rapport de : 
cellules T auxiliaires /cellules T suppresseur. Parmi ces 
patients, 11 avaient un S1DA : leurs nombres de cellules T 
auxiliaires etait de 243 a 300 par microlitre, et leur 
rapport cellules T auxiliaires/ cellules T suppresseur 
moyen etait de 0.25 a 0,15. 1 patient presentait des 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T 
helper de 240/microlitre et un ratio de 0,18. Un autre 
patient, presentant une syphillis neurologique et aucun 
symptdme lie de facon evidente a HIV, avait un nombre de 
lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 
0.82. 

DISCITSSTON 

Dans cette etude, 1' infection par HIV-2 a ete mise 
en evidence ches 30 patients africains d'Afrique de 
1" Quest presentant soit un siDA, soit des symptomes du 
complexe ARC ou n'ayant aucun signe clinique rattache au 
SIDA. Les resultats permettent neanmoins de conclure du 
fait que HIV-2 doit etre considere comme un agent 
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ethiologique majeur du SIDA chez les patients d 1 Afrique de 
I'Ouest. Les resultats serologiques et viraux qui ont 6te 
observes indiquent que 1 1 infection par HIV-2 n ' etait pas 
souvent associee avec une infection par HIV-1 parmi ces 
patients . 

En depit de differences antigeniques et genetiques 
importantes , HIV-1 et HIV-2 presentent un tropisme 
similaire pour les lymphocytes T CD4+, ont des effets 
cytopatogenes similaires, une morphologie similaire, et 
partagent des epitopes d ' immunoreaction communs pour 
certaines de leurs proteines constitutives . 

Dans la mesure ou tous les patients d' Afrique de 
I'Ouest, infectes avec HIV et etudies ici ont ete reconnus 
comme etant infectes par HIV-2 alors qu ' aucun n * etait 
infecte par HIV-1, le nouveau virus HIV-2 pourrait etre la 
cause majeure du SIDA en Afrique de I'Ouest. 

Les symptdmes du SIDA lies a HIV-2 ne sont pas 
differents de ceux du SIDA lies a HIV-1 en Afrique Cen- 
trale : Le symptdme le plus commun consiste dans des 
diarrhees chroniques, avec perte importante de poids, 
troubles diis la plupart du temps a Isospora belli et/ou 
Cryptosporidium. La frequence d'autres infections sou- 
daines, telles que des candidoses, des microbacteries 
(incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses comparable 
a ce que 1 ' on reconnaissait chez les Africains atteints 
d'un SIDA lie a HIV-1. La pneumonie du type Pneumocystis 
carinii, consideree comme une complication tres commune 
chez les malades atteints du SIDA aux USA et en Europe, a 
ete decelee seulement une fois lors de notre etude, et des 
meningites de type cryptococcal n ' ont pas ete detectees. 

Neanmoins, les anomalies immunologiques decelees 
parmi des patients atteints de SIDA lie a une infection 
par HIV-2 sont identiques a celles decrites lors de SIDA 
lie a HIV-1 . 
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Parmi les 30 patients qui possedaient dans leur 
serum des anticorps reagissant avec les antigenes HIV-2, 
seuls 7 d'entre-eux avaient des anticorps specif iques 
contre HIV-1 detectables par des tests IFA ou ELISA, Lors 
5 d'un test RIPA, on observe que ces 7 patients presentent 
des anticorps reagissant contre les proteines majeures du 
noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HIV-2), 

qui ont en coromun des epitopes f ortement immunoreactif s . 5 
patients ne presentent pas de tels anticorps : ces 5 

10 patients ont des reponses negatives a des tests ELISA 
vis-a-vis de HIV-1. 2 d'entre eux ont des reponses ne- 
gatives a des tests IFA et 3 d'entre eux ont des reponses 
tres faibles. Cependant f bien que certains d'entre eux 
n'aient pas ete totalement etudies, 9 patients ont ete 

15 observes qui possedaient dans leur serum des anticorps de 
la proteine virale p26 du noyau de HIV-2 et qui presen- 
taient une reaction faible ou une reaction negative a des 
tests IFA ou ELISA specif iques de HIV-1. Ces resultats 
font ressortir 1' importance de 1 1 incorporation d'antigene 

20 HIV-2 dans des tests serologiques HIV utilises en Afrique 
et peut-€tre dans d'autres endroits . 

Un retrovirus a ete isole des lymphocytes peri- 
pheriques de 11 patients. Dans tous les cas la croissance 
virale a ete obtenue en 2 semaines, caracterisee par la 

25 presence d'une activite de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatogenique . 
Cependant, cet effet cytopatogenique est apparu d' impor- 
tance variable pour les differents isolats : certains 
isolats presentaient un nombre important de syncytia de 

30 grande taille accompagne d'une lyse cellulaire importante, 
alors que d'autres presentaient seulement peu de syncytia 
de taille limitee, et affectant rarement la viabilite de 
la culture. 

Tous les ARNs sauf celui d'un unique isolat 
35 hybrident avec une sonde derivee d'un ADNc clone de HIV-2 
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representant la terminaison 3' du genome, dans des 
conditions de fortes stringences . Aucun n'hybride avec une 
sonde HIV-1 dans les memes conditions. Ceci demontre que 
les isolats infectant ces patients appartiennent au me* me 
type de virus. Un isolat settlement hybride mais rarement 
avec une sonde HIV-2 a la fois dans des conditions de for- 
te et de faible stringence, et n 1 hybride pas avec HIV-1. 
Ce virus a cependant ete isole chez un patient possedant 
dans son serum des anticorps capables de reagir avec tous 
les antigenes de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une facon generale, 1 1 invention concerne, outre 
le virus HIV-2 et ses variants, tout virus equivalent 
infectieux pour 1 1 homme presentant des caracteristiques 
immunologiques propres au HIV-2. D'une facon generale, 
1' invention concerne tout virus qui, outre les proprietes 
que possede les virus HIV-2 deposes a la CNCM, presente 
encore les caracteristiques suivantes. 

La cible pref erentielle du retrovirus HIV-2 est 

constitute par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 

humaines et pour des cellules " immortalisees" derivees de 

ces lymphocytes T4, par exemple les cellules des lignees 

HUT-78 considerees dans le cadre de cette demande. En 

d'autres termes, il a un tropisme specif ique pour ces 

cellules. II peut £tre cultive dans des lignees permanen- 

tes du type HUT , CEM, MOLT ou analogue exprimant la 

proteine T4 . Il n'est pas infectieux pour les lymphocytes 

T8 . II est cytoxique pour les lymphocytes T4 humains . Le 

caractere cytopathique des virus HIV-2 a 1 1 egard des 

lymphocytes T4 se manifeste notamment par 1' apparition de 

cellules multinuclees . II a une activite de transcriptase 

2 + 

inverse necessitant la presence d 1 ions Mg et presentant 
une forte af finite pour le poly (adenylate-oligodeoxy- 
thymidylase) (poly ( A) -oligo 

(dT) 12-18). II a une densite d 1 environ 1,16 dans un 
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gradient de sucrose. H a un diametre moyen de 140 
nanometres et un noyau ayant un diametre moyen de 41 
nanometres. Les lysats de ce virus contiennent une pro- 
teine p26 qui ne croise pas immunologiquement avec la 
proteine P 24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-II. Ces 
proteines P 26 presentent done un poids moleculaire un peu 
Plus elev6e (d' environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu moins elev^ed (de nouveau de l'ordre 
d' environ 1000) que lea P 27 correspondantes des SIV. Les 
lysats de HIV-2 contiennent en outre une proteine P 16 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement pax la proteine p19 
de HTLV-I ou de HTLV-II dans des essais de radioimmuno- 
pr6cipitation RIPA (abreviation de 1' expression anglaise 
"radioimmunoprecipitation assay"). il s contiennent en 
outre une glycoproteine d'enveloppe ayant un poids 
moleculaire de l'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise 
pas immunologiquement avec la g P 110 du HIV-1, mais qu j., 
par contre, croise immunologiquement avec la glycoproteine 
d'enveloppe g P 140 de STLV-IIi. Ces lysats contiennent 
encore des proteines ou glycoproteines , marquables par la 
S-cysteine, ayant des poids moleculaires respectivement 
de l'ordre de 36.000 et 42 .000-45 .000. L'ARN genomique de 
HIV-2 n'hybride pas avec l'ARN genomique de HIV-1 dans des 
conditions stringentes. Dans des conditions non strin- 
gentes, il n'hybride, ni avec la sequence nucleotidique 
derivee de HIV-1 et contenant le gene .ejiv et le LTR qui l e 
jouxte. En particulier il n'hybride pas avec la sequence 
de nucleotides 5290-9130 de HIV-1, ni avec des sequences 
de la region poi du genome de HIV-1, en particulier avec 
la sequence de nucleotides 2170-2240. Dans des conditions 
non stringentes, il hybride faiblement avec des sequences 
de nucleotides de la region de HIV-1 , notamment les 
sequences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

II est a remarquer que tout retrovirus infectieux 
pour I'homme susceptible d'induire un SIDA ayant les 



0239425 



49 

proprietSs essentielles susdites et dont 1 1 ARN g6nomique 
est susceptible de s'hybrider dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virales de HIV-2 
deposees & la C.N. CM. (ou avec un cADN ou fragment de 
cADN derives de ces ARNs genomiques doit etre considere 
comme un equivalent de HIV-2 . 

L ' invention concerne encore chacun des antigenes, 
notamment proteines et glycoproteines & 1 1 etat purifie, 
tels qu'ils peuvent etre obtenus & partir de HIV-2. On 
parle de proteines ou glycoproteines "purif iees " lorsque 
ces proteines on glycoproteines ne conduisent respecti- 
vement qu'a des bandes uniques en electrophorese sur gel 
de polyacrylamide, notamment dans les conditions experi- 
mentales qui ont 6te indiquees plus haut. Tout procede 
approprie de separation et/ou de purification pour obtenir 
chacune d ' entre elles peut £tre utilise. On mentionnera 2l 
titre d'exemple de technique pouvant £tre mise en oeuvre 
celle d6crite par R.C. MONTELARO et Coll. f J. of Virology, 
juin 1982 f pp. 1O29-1038. 

D'une facon generale, 1 ' invention concerne tous 
antigenes , notamment proteines , glycoproteines ou polypep- 
tides issus d'un HXV-2 et ayant des propriet6s 
immunologiques equivalentes & ceux ou celles du HIV-2. 
Deux antigenes sont dits "equivalents" dans le cadre de 
cet expose, des lors qu'ils sont reconnus par les memes 
anticorps, notamment d'anticorps isolables k partir d'un 
serum obtenu a partir d'un patient ayant fait une 
infection avec un HIV-2, ou des lors qu'ils repondent aux 
conditions "d • equivalence imrounologique* 1 indiqu6es 
ci-apres . 

Parmi les polypeptides, proteines ou glycoprotei- 
nes equivalents, doivent etre ranges des fragments des 
antigenes qui precedent (ou des ppeptides reconstitues par 
synthese chimique), des lors -qu'ils donnent lieu & des 
reactions immunologiques croisees avec les antigenes dont 
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ils sont derives. En d'autres termes, 1' invention concerne 
tout polypeptide ayant, en commun avec les susdits anti- 
gSnes, des epitopes identiques ou semblables, susceptibles 
d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partie de ce 
dernier type de polypeptides les produits d' expression de 
sequences correspondantes des ADNs codant pour les 
sequences polypeptidiques correspondantes. 

I.e virus HIV-2 s'est av6r6 utilisable comme source 
d' antigenes pour la detection d' anticorps chez toutes 
personnes ayant ete mises en contact avec le virus HIV-2. 

D'une faeon g6n6rale, i ! invention concerne toute 
composition utilisable pour le diagnostic de la presence 
dans un serum fluide biologique r notamment de personnes 
ayant ete mises au contact de HIV-2, d' anticorps contre 
l'un au moins des antigenes de HIV-2. Cette composition 
peut etre appliquee au diagnostic selectif de la variete 
correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre les techni- 
ques de diagnostic, telles que decrites dans la demande de 
brevet europeen citee ci-dessus, si ce n'est que l'on 
utilise des extraits, lysats ou encore antigenes purifies 
de HIV-2 au lieu de ceux de HIV-I. A cet egard, 1' inven- 
tion concerne plus particulierement des compositions con- 
tenant l'une au moins des proteines p12, p16, p26, s'agis- 
sant des proteines internes, ou l'une au moins des 
glycoproteines P 36 ou g P 140. On mentionnera a titre 
d'exemples de compositions, * celles qui contierment 
simultanement : 

- la p26 et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 

- les p12, p16 et p26, 

- les p16, p26 et gp 140 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d'exemples. En particulier, 1' invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1' ensemble de ces pro- 
teines et/ou glycoproteines ou toutes fractions dont 
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auront au prealable ete s6par6es une ou plusieurs des pro- 
twines ou glycoproteines susdites. 

Ii 1 invention concerne encore des compositions asso- 
ciant des proteines et/ou glycoproteines d'un HIV-2, avec 
des proteines et/ou glycoproteines d'un HIV-1, par 
exemple : 

soit des proteines du noyau (core) de HIV-1 et 
de HIV-2 1 notamment les p25 d'un HIV-1 et p26 d 1 un HIV-2 r 
ou encore soit la p18 d'un HIV-1 et la p16 d'un HIV-2, 

soit des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-1 
et des glycoproteines d'enveloppe d'un HIV-2, notamment la 
gp110 de HIV-1 et la gp140 de HIV-2 , ou encore la p42 de 
HIV-1 et la p36 ou p42-45 de HIV-2, 

- soit naturellement des melanges de proteines 
et/ou glycoproteines d'un HIV-1 et de proteines et/ou 
glycoproteines d'un HIV-2. 

De telles compositions, utilis£es pour le diag- 
nostic, permettent par consequent des operations de diag- 
nostic du SIDA ou des symptdmes qui lui sont associ^s, qui 
s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologi- 
ques responsables . II va sans dire que 1 • utilisation pour 
les operations de diagnostic de compositions qui ne con- 
tiennent que des proteines et/ou glycoproteines de HIV-2 
n ' en reste pas moins utile pour des diagnostics plus se- 
lectifs de la categorie de retrovirus qui peut fetre tenue 
pour responsable de la maladie. 

L ' invention concerne encore les ADNs ou fragments 
d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments d ' ADNs 
clones obtenus k partir de 1 ' ARN ou de cADNs derives de 
l'ARN du retrovirus HIV-2. L ' invention concerne encore 
particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN 
presentant des homologies de sequences avec l'ADN du 
HIV-2, en particulier avec les sequences codant pour les 
regions env et poI de la souche de HIV-2 deposee d la 
C.N.C.M., au moins egales £l 50%, de preference & 70%, et 
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Plus avantageusement encore d 90 %. D'une facon generale, 
on dira encore que 1* invention concerne tout ADN (ou ARN) 
equivalent capable d'hybrider avec 1 1 ADN ou l'ARN du HIV-2 
dans la technique du "spot blot- dans des conditions non 
stringentes telles que definies ci-dessus . 

L ■ invention concerne de la mSme facon les serums 
susceptibles d'etre produits chez 1' animal par inoculation 
d celui-ci de HIV-2. 1/ * invention concerne done plus par- 
ticular ement les anticorps polyclonaux plus specifique- 
ment orientes contre chacan des antigenes, notamment pro- 
teines ou glycoproteines du virus. Elle concerne aussi les 
anticorps monoclonaux qui peuvent £tre produits par des 
techniques classiques, ces anticorps monoclonaux etant 
orientes respectivement plus specif iquement contre les 
differentes prolines du HIV-2. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans differentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les 
proteines correspondantes , voir inhiber 1 ■ inf ectivite du 
virus entier. lis peuvent egalement etre utilises, par 
exemple, pour mettre en evidence des antigenes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour realiser des opera- 
tions de purification des proteines et/ou glycoproteines 
correspondantes, par exeraple par leur utilisation dans des 
colonnes de chromatographic d'af finite. 

II est entendu que, d'une facon generale, la lit- 
terature technique disponible (notamment celle dont les 
references bibliographiques sont rappelees dans le cadre 
de la presente description) en ce qui concerne le HIV-1 et 
le virus denomme HTLV-lll doit etre consideree comme 
faisant partie de la presente invention, des lors que les 
techniques decrites par cette litterature s'appliquent 
dans des conditions semblables a 1 • isolement du virus 
HIV-2 ou de virus equivalents, a l'obtention a partir de 
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ces virus de leurs differents constituants (notarament pro- 
teines, glycoproteines , polypeptides, acides nucleiques) . 
On peut egalement faire appel aux enseignements de cette 
litterature technique pour ce qui est de 1 1 application des 
differents constituants concernes, notamment a des opera- 
tions de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou 
de SIDA. 

La presente invention concerne plus particuliere- 
ment un procede de diagnostic in vitro du SIDA, qui com- 
prend la mise en contact d ■ un serum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant i'objet du diag- 
nostic avec une composition contenant l'une au moins des 
proteines ou glycoproteines du HIV-2, ou encore un extrait 
ou lysat du virus, et la detection de la reaction iramuno- 
logique. Des exemples de telles compositions ont ete 
indiques plus haut . 

Des methodes preferees mettent en jeu par exemple 
des reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d ' iramu- 
nof luoresence . Les titrages peuvent ^tre des mesures par 
immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
immunoenzymatiques directs ou indirects . 

Ainsi la presente invention est egalement relative 
a des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plu- 
sieurs HIV-2 seulement, soit d'un melange d ' extraits 
originaires d'un ou plusieurs HIV-2, d 1 une part, et d'un 
ou plusieurs HIV-1, d'autre part), ces extraits etant 
marques. On peut utiliser tout type de marqueur approprie 
: enzymatique, fluorescent, radioactif , etc. . 

De tels titrages comprennent par exemple ; 
le dep6t de quantites determinees de 1 1 extrait ou des 
compositions visees conformes a la presente invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

1 1 introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
du serum contenant essentiellement les anticorps dont la 
presence doit etre detectee in vitro ; 
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- 1 ' incubation de la microplaque ; 

le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon ap- 
proprie ; 

1 * introduction dans les puits de la microplaque d 1 anti- 
corps marques specif iques d 1 immunoglobulines humaines, le 
marquage etant realise par une enzyme choisie parmi celles 
qui sont capables d'hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une modification de son absorp- 
tion des radiations, au moins dans une bande de longueurs 
d'ondes determinee et 

la detection, de preference de facon comparative par 
rapport a un temoin, de 1 ' importance de l'hydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentiels ou de 
la presence effective de la maladie. 

La presente invention est egalement relative a des 
neessaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 
quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purifiee des types de 
virus indiques ci-dessus r cet extrait ou fraction etant 
marque, par exemple de facon radioactive, enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une proteine A 
(fixee de facon avantageuse sur un support insoluble dans 
I'eau, tel que des billes d' agarose) ; 

- un extrait de lymphocytes obtenus a partir d'une 
personne en bonne sante ; 

- des tampons et, le cas echeant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

De ce qui precede, il resulte que 1 1 invention 
concerne le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant 
grace a la mise en oeuvre des sondes decrites pr6cedemment 
dans un procede faisant appel a differentes etapes 
rappelees ci~apres, ces etapes etant specif iquement pre- 
vues pour faire apparaitre les proprietes caracteristiques 
du virus HIV-2 . 
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L' invention concerne naturellement aussi 1' uti- 
lisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de recom- 
binants les contenant) en tant que sondes, pour le diag- 
nostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans des 
echantillons de serums ou d'autres liquides ou tissus 
biologiques obtenus a partir de patients suspectes d'etre 
porteurs du virus HIV-2 . Ces sondes sont de preference 
marquees egalement (marqueurs radio-actif s , enzymatiques , 
fluorescents, etc.). Des sondes particulierement 
interessantes pour la mise en oeuvre du procede de 
diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HI v-2 peuvent 
etre caracterisees en ce qu'elles comprennent la totalit6 
ou une fraction de l'ADNc complementaire du genome du 
virus HIV-2 ou encore notamment les fragments contenus 
dans les divers clones identifies ci-dessus. On 
mentionnera plus particulierement une fraction de l'ADNc 
de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particulierement 
la sequence de 1 1 extremite 3' (LTR) et/ou de 1 ' extremite 
5* de la sequence HIV du clone E2 precite, ou encore 
l'ADNc contenant la region en v . de l'ADNc du virus HIV-2. 

Les sondes mises en oeuvre dans ce procede de 
diagnostic du virus HIV-2 et dans les kits de diagnostic, 
ne sont en aucune f aeon reduites aux sondes decrites 
precedemment . El les comprennent au contraire toutes les 
sequences nucleotidiques issues du genome du virus HIV-2, 
d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 
structure, des lors qu'elles permettent la detection dans 
des fluides biologiques de personnes susceptibles de 
developper un SIDA d'anticorps diriges contre un HIV-2. 
Naturellement 1 * utilisation de sequences nucleotidiques 
issues d'un HIV-2, initialement infectieux pour l'homme, 
est neanmoins preferee. 

La detection peut etre realisee de toutes facons 
en soi connues, notamment par une mise en contact de ces 
sondes soit avec les acides nucleiques obtenus a partir 
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des cellules contenues dans ces scrums ou autres milieux 
biologiques, par exemple liquides cSphalo-rachidiens, 
salive, etc., soit avec ces milieux eux-m<§mes d£s lors 
que leurs acides nuclSiques auront ete rendus accessibles 
a 1 1 hybridation avec ces sondes, et ce dans des conditions 
permettant 1 1 hybridation entre ces sondes et ces acides 
nucl£iques et par une detection de 1 • hybridation 
eventuellement produite. Le susdit diagnostic mettant en 
jeu des reactions d 1 hybridation peut Sgalement etre rea- 
lise a l'aide de melanges de sondes respectivement origi- 
nates d'un HIV-1 et d'un HIV-2, des lors qu'il n'est pas 
ndcessaire de faire une difference entre le type de virus 
HIV recherchS. 

D'une facon g£n£rale, le proc£d6 de diagnostic de 
la presence ou non du virus HIV-2 ou d'un variant dans des 
echantillons de scrums ou d 4 autres liquides ou tissus 
obtenus a partir de patients suspects d'etre porteurs du 
virus HIV-2 comprend les etapes suivantes : 

1) la fabrication d'un sonde marquee, 

2) au moins une etape d 1 hybridation conduite dans 
des conditions stringentes, par mise en contact de 1'ADN 
de cellules de 1 - echantillon du patient suspect avec 
ladite sonde marqude sur une menmbrane appropriee, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution 
assurant la conservation de ces conditions stringentes de 
1 ' hybridation , 

4) la detection de la presence ou non du virus 
HIV-2 par une methode d ' immunodetection. 

Dans un autre mode de realisation prefere du 
precede selon 1 ' invention 1 ■ hybridation P r6citee est 
conduite dans des conditions non stringentes et le lavage 
de la membrane est realise dans des conditions adaptees a 
celles de 1 ' hybridation. 

I, 'invention concerne en particulier les virus 
HIV-2, caract^rises par le fait que leur ARN viral est en 
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correspondance avec un ADNc dont les regions contenant les 
genes gag et env comportent respectivement les sequences 
nucleotidiques qui suivent (GAGRODN et ENVRN) . Elles re- 
sultent du sequencage des regions correspondantes de 
l'ADNc correspondant au genome de HIV-2 ROD. Elles sont 
mises en correspondance avec les acides amines qu' elles 
codent . 
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HetGlyAlaAr.gAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGlu 
AXGGGCGCGAGAAACXCCGXCXXGAGAGGGAAAAAAGCAGAXGAA 

LeuGluArglleArgLeuArgProGlyGlyLysLysLysXyrArg * 
TIAGAAAGAAXCAGGXXACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGXACAGG 

LeuLysHisXleValXrpAlaAlaAsnXysLeuAspArgPlieGly 
CXAAAACAXAXXGXGXGGGCAGCGAATAAAXXGGACAGAXXCGGA 

100 . : ... 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLyfiGtuGlyCysGlnLysILe 
XXAGCAGAGAGCCXGXXGGAGXCAAAAGAGGGXXGXCAAAAAAXX 

LeuXhxVaiLeuAspProKetVa lProXhrGlySerG luAsnLeu 
CXXACAGXXXXAGAXCCAAXGGXACCGACAGGXXCAGAAAAXXXA 

200 . 

LysSerLettPheAsTiXiirValCysVallleXrpCysIleEisAla 
AAAAGXCXXTIXAAXACXGXCXGCGXCAXXIGGXGCATACACGCA 

GluGluLysValLysAapXhrGluGlyAlaLysGluIleYalArg 
GAAGAGAAAGXGAAAGAXACXGAAGGAGCAAAACAAAXAGXGCGG 

- • v - . '300 - - 

ArgHisLeuVa 1A laGluXhrGlyXhrAlaGluLy sMe tProSer 
AGACAXCXAGXGGCAGAAACAGGAACXGCAGAGAAAATGCCAAGC 
. ""* 

ThrSerArgFroXhrAlaProSerSerCluLysGIyGlyAsuXyr 
ACAAGXAGACGAACAGCACCATCXAGCGAGAAGGGAGGAAAXXAC 

• 400 

ProValGInHisValGlyGlyAsnXyrlhrHisIleProLeuSer 
CCAGXGCAACAXGXAGGCGGCAACXACACCCAXAXACCGCXGAGX 
• - • • - 

ProArgXhrLeuAsuAlaXrpValLysLeuValGluGluLysLys 
CCCCGAACCCIAAAXGCCXGGGXAAAAXXAGXAGAGGAAAAAAAG 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly 

XXCGGGGCAGAAGXAGXGCCAGGATXXCAGGCACXCTCAGAAGGC 
500 

CysXhrProXyrAspIleAsnGlnMetLeuAsnCysValGlyAsp 
XGCACGCCCTAXGAXAICAACCAAATGCXXAAXXGXGXGGGCGAC 

RisGlnAlaAlaMetGlnllelleArgGluIlelleAsnGluGlu 
CAXCAAGCAGCCAXGCAGAIAAXCAGGGAGAXXATCAAXGAGGAA 

«o 

AlaAlaGIuTrpAsp Va IGlnRis ProIlePr oG lyPr oLeuPro 
GCAGCAGAATGGGAXGXGCAACAXCCAAXACCAGGCCCCXXACCA 

AlaGlyGlirI.euArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyXhr 
GCGGGGCAGCXXAGAGAGCCAAGGGGAXCXGACAXAGCAGGGACA 

700 . 

XhrSerXhrValGluGluGlnlleGlnXrpHetPheArgProGln 
ACAAGCACACTAGAAGAACAGAXCCAGXGGAXGXXXAGGCCACAA 
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AiuProValProValGlyAaalleTyrArgArgTrpIlaGlnil* 
AATCC TGTAC C AGTAGGAAAC AT C TAT AG AAG AT GG AT CC AGATA 

♦ . • 800 

GlyLeuGluLysCysValArgMetTyrAsnProThrAsnlleLeu 
GGATTGCAGAAGTGTGTCAGGATGTACAACCCGACCAACATCCTA 

• • • • 

AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlnSerTyrValAsp 

GACATAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGTTCCAAAGCTATGTAGAT 

900 

ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlnTlirAspProAlaVal 
AGATT CTACAAAAGCTTGAGGGCAGAACAAACAGATCCAGCAGTG 

« • • • • 

LvsAsnTrplletThrGlnThrLeuLeuValGlnAsnAlaABnPro 
AAGAATTGGATGACCCAAACACTGCTAGTACAAAATGCCAACCCA . 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyI.euGlyttetAsnProTbrI.ett 
— GACTGTAAATTAGTGCTAAAAGGACTAGGGATGAACCCTACCTTA 
1000 

GluGluMetLeuThrAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGln 
GAAGAGATGCTGACCGCCTGTCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG 

-•*-*- • ■ • •„ " • 

- LysAlaArgLeuMetAlaGluAlaLeuLysGluVallleGlyPro 
" AAAGCTAGATTAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGTCATAGGACCT 

1100 ■ . . ; 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPaeLya 
GCC CCTATCCCATTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATTTAAA 

CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAiaArgGlnCysArg 
TGCTGGAACTGTGGAAAGGAAGGGCACTCGGCAAGACAATGCCGA 

• 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCysGlyLysProGlyHis 
GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC 

• * • • 

IleHetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 
ATCATGACAAACTGCCCAGATAGACAGGCAGGTTTTTTAGGACTG 

. 1300 
GlyProTrpGlyLysLysProArgAsnPheProValAlaGlnVal 
GGCCCTTGGGGAAAGAAGCCCCGCAACTTCCCCGTGGCCCAAGTT 

« • • • 

ProGlnGlyLeuThrPxoThrAlaProProValAspProAlaVal 
CCGCAGGGGCTGACACCAACAGCACCCCCAGTGGATCCAGCAGTG 

• « • • 
AspLeuLeuGluLysTyrlletG lnG lnG lyLy s Ar gG InArgG lu 
GATCTACTGGAGAAATATATGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG 

1400 . 
GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 
CAGAGAGAGAGACCATACAAGGAAGTGACAGAGGACTTACTGCAC 

* • • * 

LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluProProThrGluAsp 
CTCGAGCAGGGGGAGACACCATACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 

1500 m 
LeuLeuHisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln 
TTGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAAAAGACCAG 
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SHVU 



! MetMetAsiiGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 
1 A TG AT G AAT C AG C TG C XT AT T G C CAT T T TAT T A G C XA G T G C TT GC 
5 • • • • 

LettValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPr© 
TTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 

ThrTrpI-ysAsnAlaTarlleProLeuPheCysAlaThrArgAsxi 

ACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAT 
100 . 

tn " A *2AspThrTrpGlyThrIleGliiCysLeiiProAspAsnA8pAsp 

10 AGGGATACTTGGGGAACCATACAGTGCTTGCCTGACAATGATGAT 

• " • * • 
TyrGlnGluIleTarLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 
TATCAGGAAATAACTTTGAATGTAACAGAGGCTTTTGATGCATGC 

200 # ; 

AsaAsnThrValThrGluGlnAlalleGluAspValTrpEisLen 
AATAAT AC AGTAAGAGAA C AAG C AATAGAA GAT GTC TGG C AT C TA 
15 • — ' ' • 

PheGlnThrSerrieLysProCysValLysLeuThrProLeuCys 
TTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACTAACACCXITATGT 

300 . . 

ValAlaMetLysCysSerSerThrGluSerSerThrGlyAsiiAsn 
CTAGCAATGAAATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

• • • 
ThrT ^^SeirLysSerThrSerThrThrThrTlirTiirProXhrAsp 

20 ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

400 

GlnGluGlnGlnlleSerGluAspThrProCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGAGAIAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 

• • ♦ 

AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluThrlleAsnCysGIaPhe 
AACTGCTCAGGATTGGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTXC 
25 • 

AsnHetThrGlyieuGluArgAspLystysLysGlnTyrAsnGltt 
AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATGAA 

ThrTrpTyrSerLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerThr 
ACATGGTACTCAAAAGATGTGGTXTGTGAGACAAATAATAGCACA 

• • 
AsilG li*ThrGlnCysTyrKetAsnEisCysAsnThrSerValIle 
30 AATCAGACC CAGTGTTACATGAACCATTGCAACACATCAGTCATC 

- - 600 

ThrGluSerCysAspLysHisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 
ACAGAATCATGTGACAAGCACTATTGGGATGCTATAAGGTTTAGA 

- * - • 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspTbr 
TACTGTGCACCACCGGGTTATGCCCTATXAAGATGTAATGATACC 
35 A ~ ^ 700 

AsnTyrSerGlyPhcAIaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
AATTATTCAGGCTTTGCACCCAACTCTTCTAAAGTAGTAGCTTCT 
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ThrCysThrArgMetMetGluThrGlnThrSerThrTrpPheGly 
ACATGCACCAGGATGATGGAAACGCAAACXICCACATGGTXXGGC 
• . 800 # 

PheAsnGlyThxArgAlaGluAsaArgThrXyrlleTyrTrpHis 
TTTAAIGGCACTAGAGCAGAGAAXAGAACAXAXATCXATXGGCAT 

• • • • 
GlyArgAspAsnArgXhrllelleSerLeuAsnLysXyrXyrAsn 
GGCAGAGAXAAXAGAACXAXCAXCAGCXXAAACAAAXAXXAXAAX 

• - . . 900 
LeuSerLeuttisCysLysArgProGlyAsntysTbrValLysGln 
CXCAGIXXGCAXXGXAAGAGGCCAGGGAATAAGACAGXGAAACAA 

• * • "• • 
IleMetLeuMetSerGlyHisValPheHisSerHisXyrGlnPro 
A7AATGCXXAXGXCAGGACAXGXGXXXCACXCCCACXACCAGCCG 

• • • • • 
IleAsnLysArgProArgGlnAlaXrpCysXrpPheLysGlyLys 
ATCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCXGGXTCAAAGGCAAA 

.. iooo • . . - 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysXhrLeuAlaLysHisPro 
TGGAAAGACGCCAXGCAGGAGGXGAAGACCCIXGCAAAACAXCCC 

• • • •' • • • 
AraTyrArgGlyXhrAsnAspTbrArgAsnlleSerPheAlaAla 
AGGXAXAGAGGAACCAAXGACACAAGGAAXAXXAGCXXXGCAGCG 

1100 . . 

FroGlyLysGlySerAspProG luVa lAlaTyrMe tTrpThrAsn 
CCAGGAAAAGGCXCAGACC CAGAAGTAGCAXACAXGXGGACTAAC 

• - • ♦ • • 
CysArgGlyGluPheLeuXyrCysAsnMetXhrTrpPheLeuAsn 
IGCAGAGGAGAGXXICXCXACXGCAACAXGACXTGGXXCCXCAAX 

1200 

TrpIleGluAsnLysXhrHisArgAsnTyrAlaProCysEisIle 
TGGAXAGAGAATAAGACACACCGCAAIXAXGCACCGXGCCATATA 

LysGlnllelleAsnXhrXrpHisLysValGlyArgAsnValXyr 
AAGCAAAXAATXAACACAXGGCAXAAGGXAGGGAGAAAXGXAXAX 

... 1300 
LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerXhrValThr 
XXGCCXCCCAGGGAAGGGGAGCTGXCCXGC AACXCAACAGXAACC 

• • . • • 
SerllelleAlaAsnlleAspXrpGlnAsnAsnAsnG InXhrAsn 
AGCAXAAXXGC XAACAXIGACTGGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 

• • • • 
IleXhrPheSerAlaGluValAlaGluLeuXyrArgLeuGluLeu 
AXTACCXXXAGXGCAGAGGXGG CAGAACXATACAGAXXGGAGXXG 

1400 . • . 

GlyAspXyrLysLeuValGluIleXhrProIleG lyPheAlaPro 
GGAGAXXAXAAATXGGTAGAAAXAACACCAAXXGGCXXCGCACCX 
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TferLysGluLysArgXyrSerSerAlaHisGlyArgHiaXhrArg 

ACAAAAGAAAAAAGAXAC XCC XCXGCXCACGGGAG AC AXACAAGA 
1500 

ClyValPheValLeuGlyPheXeuGlyPheLeuAlaXhrAlaGly 
*GIGXGXXCGXGCXAGGGXXCXXGGGTXXXCXCCCAACAGCAGGX 

• • * • 
SerAlaHetGlyAlaArgAlaSerLeuXhrValSerAlaGlnSer 
ICXGCAAXGGGCGCICGAGCGXCCCXGACCGXGXCGGCXCAGICC 

1600 

AxgThrLeuI.euAlaGlyIleValGliiGlnGliiGlnG lnLeuLeu 
CGGACXXXACXGGCCGGGATAGXGCAGCAACAGCAACAGCXGXXG 

• * • • 
AapValValLysArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValXir'p 
CACGXGGXCAAGAGACAACAAGAACXGXXGCGACXGACCGXCXGG 

- • 1700 
*lyXhrLysAsnLeuGlnAlaArgValIhrAlaIleGluLysTyr 
€GAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGXCACXGCTAXAGAGAAGXAC 

I^etiGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 
CXACAGGACCAGGCGCGGCXAAATXCAXGGGGAXGXGCGXXXAGA 
• ♦ • 1800 

GlnValCysHisXhrXhrValProXrpValAsnAspSerLeuAla 
CAAGICXGCCACACXACXGXACCAIGGGTXAAXGAXXCCXXAGCA 

• * • • 
*roAspXrpAspAsnHetXhrXrpGliiGluXrpGluLysGlnVal 
CC T G A C XGGG A C AATAX GA C GT G G C AGG AAX G G G A AAA A C AA G XC 

— -* - - • - — * _ 

ArgXyrLeuG luAlaAs'nl i e S erLys S VrLeuG luG inAlaG In" 
CGC IA C C TGG A GG CAAAXAX C AG TAAAAGTXXAG AA C AGG C AC AA 
1900 

IleGlaGlnGluLysAsnMetTyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 
AXTCAGCAAGAGAAAAAXATGTATGAACXACAAAAAXXAAATAGC 

TrpAspIlePheGlyAsnXrpPheAspLeuThrS erXrpValLys 

TGGGATATXTTXGGCAAXXGGTTTGACXXAACCTCCXGGGTCAAG 
2000 

XyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaValXleAlaLeu 
XAXAXXCAAXAXGGAGIGCXIAXAAXAGXAGCAGXAAXAGCXXXA 

AxglleVallleXyrValValGlnHetLeuSerArgLeuArgLya 

ACAATAGTGATAXATGTAGXACAAAXGTXAAGXAGGCTTAGAAAG 

2100 

CJLxXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrlleGltttPn 

^ccxaiaggccxgxxxxcxctxccccccccggxxaxaxccaajcIg 
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IleEisIleKisLysAspArgGlyGlnProAlaAsnGluGluXhr 
ATCC ATATCC ACAAGGACC GGGGACAGCC AG CC AA C GAAGAAACA 

2200 

GluGluAspGlyGlyS er AsuG lyG lyAspAr gXyrXr pPr oXrp 
GAAGAAGACGGXGGAAGCAACGGXGGAGACAGAXACXGGCCCXGG 

« O • © • 

ProIleAlaXyrlleHisPheLeuIleArgGlnLeuIleArgLeu 
10 GCGAXAGCAXAXAXACATXTCCXGAXCCGCC AGCXGAXXCGCCXC 

o o • ■ • 

LeuXhrArgLeuXyrSerlleCysArgAspLeuLeuS erArgSer 
TTGACCAGACXATACAGCAXCXGCAGGGACXXACXAXCCAGGAGC 

2300 • 
PheLeuXhrLeuGlnLeuIleXyrGluAsnLeuArgAspXrpl^eu 
TTCCTGACCCXCCAACXCAXCXACCAGAAXCXCAGAGACXGGCXG 

AC 

ArgLeuArgXhrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGluXrpIleGln 
AGACXXAGAACAGCCXXCXXGCAATAXGGGXGCGAGXGGAXCCAA 
2400 . ■ o . • 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluXlirLeuAla 
GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXACAAGAdAGACICXXGCG 

o « © o ■ 

GlyAlaCysArgGlyLeuXrpArgValLeuG luArglleG lyArg 
20 GGCGCGXGCAGGGGCXXGTGGAGGGTATXGGAACGAAXCGGGAGG 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 
GGAATACXCGCGGTXCCAAGAAGGAXCAGACAGGGAGCAGAAAXC 

AlaLeuLeu*'**GlyXbrAlaValSerAlaGlyArgLeuXyrGlu 
GCC CTCC TGTGAGGGACGG CAGXATCAGCAGGGAGACXXXAXGAA 

2600 

XyrSerMecG luGlyProSer SerArgLy sG lyG XuLysPheVa 1 
XACTCC ATGGAAGGACC CAGCAG CAGAAAGGGAGAAAAAXXXGXA 

• • • • 

GlnAlaThrLysXyrGly 
CAGGCAAC AAAAXAXGGA 



25 



30 



35 



0239425 



64 

Comme deja indique plus haut, 1' invention concerne 
naturellement tous les HIV-2 dont les ARNs presentent des 
caracteristiques semblables, en particulier des regions 
aaa et ejix comportant des sequences ayant des homologies 
de sequence nucleotidique d'au moins 50%, de preference 
70% et plus avantageusement encore 90% avec les sequences 
a&2 et gny de HIV-2 ROD. 

L' invention concerne plus particulierement les 
fragments d 1 ADNc qui codent respectivement pour les pro- 
teges P l 6 , p26 et p12 et qui SO nt 6galement inclues dans 
GAGRODN . En particulier elle concerne les sequences s'e- 
tendant : 

- a partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant 
pour p16) 

- d partir du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1155 (co- 
dant pour p26) et, 

a partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 
(codant pour p12) . 

Elle concerne aussi plus particulierement le frag- 
ment d ' ADNc codant pour la gp140 indue dans ENVRN et s'e- 
tendant a partir du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 2574. 

Elle concerne egalement les sequences de nucleo- 
tides qui se distinguent des precedentes par des substitu- 
tions de nucleotides mettant a profit la degenerescence du 
code g6netique, des lors que ces substitutions n'entrai- 
nent pas une modification des sequences en acides amines 
que codent lesdites sequences de nucleotides. 

De meme 1' invention concerne l es proteines ou gl y - 
coproteines dont les sequences en acides amines correspon- 
dent a celles qui decoulent des pages precedentes, ainsi 
que les peptides equivalents a savoir des peptides se dis- 
txnguant de ceux qui decoulent des pages precedentes par 
addition, substitution ou deletion d' acides amines qui 
n affectent pas les propriety immunologigues globales 
aesdxts peptides. 
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L' invention concerne tout particulierement la 
glycoproteine d ' enveloppe presentant la sequence en acides 
amines qui decoule de ENVRN. 

L ' invention concerne egalement une composition 
immunogene caracterisee en ce qu'elle est dosee en anti- 
gene, tel que la gp 140 du virus HIV-2, de facon a per- 
mettre 1 ' administration de doses unitaires de 10 a 500, 
notamraent du 50 a 100 mg par Xg de corps. 

Enfin 1' invention concerne un procede de fabri- 
cation de l'une des proteines susdefinies (p12, pi 6 ou 
p26) ou d'une proteine ayant la structure de gp140, ou de 
parties determinees de ces proteines, ce procede etant 
caracterise par l 1 insertion de la sequence d'acide nu- 
cleique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un hdte cellulaire choisi et de permettre 
1' expression d'un inserat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet hdte choisi par ledit vecteur con- 
tenant ladite sequence nucleique, par la culture de 1 1 hbte 
cellulaire transforme et par la recuperation et la purifi- 
cation de la proteine exprimee . 

Les techniques decrites dans la demande de brevet 
europeen 85.905.513 9 deposee le 18 Octobre 19 85 pour la 
production de peptides ou de proteines consistant en des 
produits d' expression de sequences d* acides nucleiques 
derivees du genome de HIV-1 sont applicables egalement a 
la production des susdits peptides ou proteines derives de 
HIV-2. La description de cette demande de brevet europeen 
doit etre consideree comme faisant partie de la presente 
demande en ce qui concerne les techniques . 

A titre indicatif, les poids moleculaires theo- 
riques (PM) des proteines de HIV-2 sont indiques , en com- 
paraison avec ceux de HIV-1 . 
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10 



P£3 des prolines 
en kd 


de HIV-2 


PM des proteines 
en kd 


pour 


gao complet 


58 r 3 


qaa complet 


55,8 


P 16 


15 


P 18 


14,9 


p 26 


27,6 






P 12 


15,8 






epy 


98,6 


env: 


97 r 4 


env externe 


57,4 






env transmem- 


41,2 






branaire 









HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont egaleraent et6 deposes a 
15 la "National Collection of Animal Cell Cultures" (ECACC) a 
SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les 
numeros d'acces 87. 01.1001 et 87. .01. 1002 respectivement . 

De plus, les plasmides pR0D35 et pROD27 , 5 ont ete 
deposes a la "National Collection of Industrial Bacteria" 
20 (WCIB) a ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 janvier 1987 sous 

les numeros d'accds respectifs 12.398 et 12.399. 

Toutes les publications auxquelles il a ete fait 
reference dans cette description doivent etre considerees 
comme faisant partie de cette description. 
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REVENPICATIQNS 

1 - Retrovirus HIV-2 ou des variants de ce virus, 
ces retrovirus ayant des proprietes infectieuses vis-a-vis 
des lymphocytes T4 humains, et les proprietes morphologi- 
ques et immunologigues essentielles de 1 1 un des retrovirus 
deposes a la CNCM sous les n m 1-502 , 1-532, 1-642 et 
1-643. 

2 - Retrovirus purif ie selon la revendication 1 , 
caracterise par les proprietes suivantes : 

la cible pref erentielle du retrovirus HIV-2 est cons- 
titute par les cellules Leu3 (ou lymphocytes T4) humaines 
et pour des lignees cellulaires permanentes derivees de 
ces lymphocytes T4 ; 

- il est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu * il 
infecte ; 

il a une activite de transcriptase inverse necessitant 
la presence d ' ions Mg 2+ et presentant une forte activite 
pour le poly (adenylate-oligodeoxythylmidylase) (poly (A) - 
oligo(DT) 12-18) ; 

- il a une densite d ' environ 1,16 dans un gradient de 
sucrose ; 

- il a un diametre moyen de 140 nanometres et un noyau 
ayant un diametre moyen de 41 nanometres ; 

- il peut etre cultive dans des lignees permanentes 
exprimant la proteine T4 ; 

- il n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8 ; 

les lysats de ce virus contiennent une proteine p26 qui 
ne croise pas immunologiquement avec la proteine p24 du 
virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2 ; 

- ces lysats contiennent en outre une proteine p16 qui 
n'est pas reconnue immunologiquement par la proteine p19 
de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radioimmuno- 
precipitation ; 

- ils contiennent en outre une glycoproteine d'enveloppe 
ayant un poids moleculaire de 1 ' ordre de 130.000-140.000 
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qui ne croise pas immunologiquement avec la gp110 du 
retrovirus HIV-1 ; 

- ces lysats contiennent encore une molecule, marquable 

35 

par la S-cyst£ine, ayant un poids moleculaire apparent 
de l'ordre de 36.O00 ; 

- l'ARN genomique de HIV-2 n'hybride ni avec I'ARN ge- 
nomique, ni avec le gene env . ni avec les LTR de HIV-1 de 
HIV-1 dans des conditions stringentes ; 

- l'ARN genomique de HIV-2 hybride faiblement dans des 
conditions non stringentes avec des sequences de nucleo- 
tides de la region crag du genome de HIV-1. 

3 - Retrovirus selon la revendication 2, carac- 
t6rise en ce que des lysats de ce retrovirus contiennent 
eqalement une molecule ayant un poids moleculaire apparent 
de l'ordre de 42 . OO0-45 . 000 . 

4 - Retrovirus selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 3, caracterise en ce que la sequence com- 
prenant la region R et la region U3 de la sequence com- 
prenant son ARN genomique contient une sequence nucleoti- 
dique en correspondance avec la sequence de nucleotides 



GTGGAAGGCGAGACTGAAAGO^ 
ACTGCAGGGACOTCCAGAAGGGGCTCT 

GW^GTGGt^^ ' 



^TCTCTC^ 
. CCAGC^CX^^ 

' ACCTTCCTTAATAAAGCXGC^GTAGkAGCS " - 
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5 - Retrovirus selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 4, caracterise en ce que son ARN g£nomique 
contient une sequence aaa en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

GAGRODtt 

ATGGGCGCGAGAAACTCCGTUTTGAGAGGGAAAAAAGCAGATGAJl 
TTAGAAAGAA7CAGGTTACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGTACAGG 



C TAAAA C AT ATT GT GT G G G C AG C GAATAAATT GGA C AG ATT C GGA 

100 - «, . m .■ 

TTAGCAGAGAGCCTGTTGGAGTCAAAAGAGGGTTGTCAAAAAATT 



CTTACAGTTTTAGATCCAATGGTACCGACAGGTTCAGAAAATXTA 
. 200 . /- • . 

AAAAGTCTTTTTAATACTGTCTGCGTCATTTGGTGCATACACGCA ' 



GAAGAGAAAGTGAAAGATACTGAAGGAGCAAAACAAATAGTGCGG 
. . . 300 

AGACATCTAGTGGCAGAAACAGGAACTGCAGAGAAAATGCCAAGC 



ACAAGTAGACCAACAGCACCATCTAGCGAGAAGGGAGGAAATTAC 
. . . . 400 

CCAGTGCAACATGTAGGCGGCAACTACACCCATATACCGCTGAGT 

• • • * a 

• - - - ' 

C CC C GAAC C C TAAATGCC TGGGTAAAATTAGTAGAGGAAAAAAAG 



TTCGGGGCAGAAGTAGTGCCAGGATTTCAGGCACTCTCAGAAGGC 
500 

TGCACGCCCTATGATATCAACCAAATGCTTAAXXGTGTGGGCGAC 



CATCAAGCAGCCATGCACATAATCAGGGAGATTATCAATGAGGAA 
• 600 , * . . 

GCAGC AGAATGGGAT GTGCAAC AT C CAATAC CAGG C C C C TT AC C A 



GCGGGGCAGCTTAGAGAGCCAAGGGGATCTGACATAGCAGGGACA 
ACAAGCACAGTAGAAGAACAGATCCAGTCGATGTTTAGGCCACAA 
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AATCCTCXACCAGXAGGAAACAXCXAXAGAAGAIGGATCCAGATA 

CGAIXGCAGAAGXGIGXCAGGAXGIACAACCCGACCAACAXCCXA 

CACAXAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGIICCAAAGCXAXGXAGAT 
* • * 900 

AGAXICXACAAAAGCIXGAGGGCAGAACAAACAGAXCCAGCAGIG 
AAGAAXXGGAX GACCC AAACAC TGCTAGTACAAAAXGCCAACCCA 

■GACXGXAAATXAGIGCXAAAAGGACTAGGGAXGAACCCTACCTXA 

10a ° ' ' " 

CAAGAGAXGCTGACCGCCXGXCAGGGGGTAGGTGGGCCAGGCCAG 

•* ♦ . . . 

AAAGCXAGAXXAATGGCAGAGGCCCTGAAAGAGGXCAXAGGACCX 
1100 

CCCCCXAICCCAXTCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCATIIAAA 
* * • 

XGCXGGAACXGTCGAAAGGAAGGGCACTCGUuaAGA CAATGCCGA 

1200 

GCACCTAGAAGGCAGGGCTGCTGGAAGTGTGGTAAGCCAGGACAC 

AXCAXGACAAACXGCCCAGAXAGACAGGCAGGXXXTXTAGGACIG 

1300 

GGCCCTXGGGGAAAGAAGCCCCGCAACXTCCCCGTGGCCCAAGTX 

CCGCAGGGGCXGACACCAACAGCACCCCCAGTGGAXCCAGCAGTG 
* 

GAT CTACTG G AGAAATATAT G C AG C AAGG G AAAA G A CAGAGAGAG 
1400 . . 

CAGAGAGAGAGACCAXACAAGGAAGtGACAGAGGACXTACXGCAC- 

CTCGAGCAGGGGGAGACACCAXACAGGGAGCCACCAACAGAG GAC 
r * 1500 • . 

XXGCXGCACCXCAAXXCXCXCXXXGGAAAAGACCAG : 
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6 - Retrovirus selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 5, caracterise en ce que son ARN genomique 
contient une sequence env en correspondance avec la 
sequence de nucleotides : 

ENVEN . \ . " 

ATGATGAATCAGCTGCTTATTGCCATTTTATTAGCTAGIGCTTGC 
• . • • 

TTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 

• . * »• • • 

ACGTGGAAAAATGCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAT 
100 

AGGGATACTTGGGGAACCATACAGTGCTTGCCTGACAATGATGAT 

• ~- ■ • 

TAT CAGGAAATAACTTTGAATGTAA CAGAGG CTTTTGATGC AT GG 

M<X » . ■ 

A AT AAT A C A GTAACAGAA C AAG C AAT A GAAG AT G T C TGG CAT C TA 



TTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACTAACACCTTTATGT 

300 

GTAGCAATGAAATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAA CAAC 



ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 
. . . AOO 

CAGGAGCAAGAGATAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 
• • • • • 

AACTGCTCAGGATTGGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTTC 



AATATGACAGGATTAGAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATGAA 
500 » 

ACATGGTACTCAAAAGATGTGGTTTGTGAGACAAATAATAGCACA 



AATCAGACC CAGTGTTACATGAACCATTGCAA CACATCAGTCATC 
600 

ACAGAATCATGTGACAAGCACTATTGGGATGCTATAAGGTTTAGA 



TACTGTGCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACC 
— . 700 

AATTATTCAGGCTTTGCACCCAACTGTTCTAAAGTAGTACCTTCT 
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A.CATGCACCAGGATGAXGGAAACGCAAACTTCCACATGGXXIGGC 

• ' • • . BOO 

TTTAATGGCACTAGAGCAGAGAATAGAACATATATCTATTGGCAT 

GGCAGAGATAATAGAACTATCATCAGCTTAAACAAATATTATAAT 

• • * • . 900 

C XCAG XIXG C AXTGTAAG AG GC CAG GGAAXAAGACAG XGAAA CAA 

AXAAXGCXXAXGXCAGGACAXGXGXXXCACXCCCACXACCAGCCG 

AXCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCXGGXICAAAGGCAAA 
1000 . . _ m - 

XGGAAAGACGCCAIGCAGGAGGXGAAGACCCXIGCAAAACAICCC 
• *• 

AGGXAXA GAG GAA CCAAX GA CAC AAGGAAXAXXAG C XXIG CAGCG 
1100 . . 

CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAAGXAGCATACAXGXGGACTAAC 



TGCAGAGGAGAGXXXCXCXACXGCAACAIGACTTGGXXCCXCAAX 

1200 

XG GAT AGAG AAX AAG A C A C A C C G C AATTAT G C A C C GXG CC AXATA 



AAGC AA ATA ATTAAC A CAT GG C AXAAGGTAGG GA GAAATGTAXAX 

1300 

TTGCCTCCCAGGGAAGGGGAGCTGTCCXGCAACTCAACAGTAACC 

r • • • 

AGCATAATTGCTAACATTGACTGGCAAAACAATAATCAGACAAAC 



ATTACCTTTAGTGCAGAGGTGGCAGAAC TATA CA GAT TGGAGTTG 
1400 . . . 

GGAGATTATAAATTGGTAGAAATAACACCAAXXGGCXXCGCACCT 
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ACAAAAGAAAAAAGAXACXCCXCXGCXCACGGGAGACAXACAAGA 
1500' 

GGTGTGTX CGTGCXAGGGTT CTXGGGXXTTCXCGCAACAGCAGGX 



TCTGCAATGGGCGCTCGAGCGTCCCTGACCGTGTCGGCTCAGTCC 
• 1600 

CGGACXXXACXGGCCGGGAIAGXGCAGCAACAGCAACAGCXGXIG 



GACGXGGXCAAGAGAGAACAAGAACIGXXGCGACXGACCGXCXGG 

1700 

GGAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGTCACTGCTATAGAGAAGTAC 



CTACAGGACCAGGCGCGGCTAAAXTCATGGGGATGTG CG7TTAGA 

1800 

CAAGXCXGCCACACXACXGXACCAIGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 
• « • 

CCIGACXGGGACAATAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 



CGCXACCXGGAGGCAAAXAXCAGXAAAAGXxrAGAACAGGCACAA 
1900 

AXX C AG C A A GAG A AAA AX AX G X AX G AA C X A C A A A AA XXA AAX A G C 



XGGGATATTXXTGGCAAXTGGXXXGACXXAACCXCCXGGGTCAAG 
2000 

XAXAXXCAAXAXGGAGXGCXXAXAATAGXAGCAGTAAXAGCIXTA 



AGAATAGXGAXAXAXGTAGXACAAATGXTAAGXAGG CXXAGAAAG 

2100 

GGCXAXAGGCCXGXXIXCXCXXCCCCCCCCGGXXAXAXCCAACAG 
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ATCC ATAT CC ACAAGGACC GGGGACAGCC AGCC AACGAAGAAACA 

2200 

GAAGAAGACGGTGGAAGCAACGGTGGAGACAGATACTGGCCCTGG 
* • • • • 

GCGATAGCATATAXACATTTCCTGATCCGCCAGCTGAXTCGCCTC 



TTGACCAGACTATACAG CATC TGCAGGGACTIAC TAT CCAGGAGC 

"00 . . . . . 

TTCCTGAUUCTCCAACTCATCTACCAGAATCTCAGAGACTGGCTG 



AGACTTAGAACAGCCTTCTTGCAATATGGGTGCGAGTGGATCCAA 
2400 . .... 

GAAGCATTCCAGGCCGCCGCGAGGGCTACAAGAGAGACTCTTGCG 



GGCGCGTGCAGGGGCTTGTGGAGGGTATTGGAACGAATCGGGAGG 

2500 

GGAATAC TCGCGGTT CC AAGAAGGAT CAGACAGGGAGCAGAAATC 



GCCCTCCTGTGAGGGACGGCAGTATCAGCAGGGAGACTTTATGAA 

2600 

TACTCCATGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAATTTGTA 

• • • 

CAGGCAACAAAATATGGA 
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7 - Retrovirus selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 a 6, characterise en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybride, ni avec le gene env et le LTR qui le 
jouxte, plus particulierement avec la sequence de nucleo- 
tides 5290-9130, de HIV-1, ni avec des sequences de la 
region pqI du genome de HIV-1 , en particulier avec la 
sequence de nucleotides 2170-2240. 

6 - Composition contenant au raoins un antigene, 
notamment une proteine ou une glycoproteine du retrovirus 
HIV-2, selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 . 

9 - Composition selon la revendication 6 , carac- 
terisee en ce qu'elle consiste en un extrait total ou en 
un lysat du susdit retrovirus . 

10 - Composition selon la revendication 8 f carac- 
terisee en ce que 1' antigene consiste en au moins l'une 
des proteines internes du noyau (core) du susdit virus, 
notamment p12, p16 et p26, ayant respectivement des poids 
moleculaires apparents de l'ordre de 12.000, 16.000 et 
26.000. 

11 - Composition selon la revendication 8, carac- 
terisee en ce qu'elle contient une glycoproteine, gp140 
ayant un poids moleculaire apparent de 1 ' ordre de 130.000 
a 140.000. 

12 - Antigene qui ne produit qu'une seule bande en 
electrophorese sur gel de polyacrylamide , caracterise en 
ce qu 1 il comporte, en commun avec 1 1 un des antigenes 
purifies du retrovirus HIV-2, un epitope reconnu par le 
serum d'un porteur d'anticorps contre le virus HIV-2. 

13 - Antigene purifie ayant les caracteristiques 
immunologiques de l'une des proteines ou glycoproteines 
suivantes de HIV-2 : p12, p16, p26 r p36 , p42 et gp140. 
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14 - Antigone selon la revendi cation 13 ayant la 
sequence d 1 aminoacides ci-apres ou par-tie de cette se- 
quence des lors qu'elle est reconnue par des antdLcorps 
anti- P 12 : 



&rg!.ysAlaPafcLy» 

cyBTrpAenCysGTyty^iiCflyHxsSefAlaArsGlnCysArg 

1200 

AlaProArgAr S GliiGljCyisTxpLysCy-sGlyI.ysP r oGlyHi* 

IleMetThrAfinCysPro^pArs.GlnAlaGlyPiicI.ettGlyl.eii 

1300 

GlyProTrpGlyLy fi I.ysProAr5ABnPhe?roValAl a GliiVal 

* • • . . . 

ProGlnGlyLeuIhrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

* • • • 

AspL^uLeuGluLysTyrMetGlnGliiGlyLysArgGlnArsGlix 

1400 . 
GlnArgGluArgProTyrLysGluValTarGluAspLenLeuHis 

•- • • . 

LeuGluGlaGlyGluThrProTyrArsGluProProThrGluAsp 

rsoo 



LeuLenEisLeuAsaSerLeuPheGlyLysAspGln 
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15 - Airtig£ne selon la revendication 13 ayatvt la 
sequence d ' aminoacides ci-aprds ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p16 : 



HetGlyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLyBLysAlaAspGlu 
. LeuGluArglleArgl-euArgProClyGlyLyBLysLysTyrArg" 

LeuLysRisIleValTrpAlaAlaAanlorsLeuABpArgPheGly 

100 • . 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLyeGlnGlyCysGlnLysIle 

LeuThrValLeuAspProMetValProThrGlySerGluAsnLett 

200 * . 

LysSerLeuPheAsnThrValCysVallleTrp^ysIlellisAla- 

GluGluLysValLysAspThrGltiGlyAlaLysGlxiIleValArg 

300 ^ 

ArgHisLeuValAlaGluTarGlyThrAlaGluLysMetProSer 

• • • • 

TnrSerArgProThrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAsnTyr 

• • . 400 
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16 - Antigone selon la revendication 13 ayant la 
sequence d ■ aminoacides ci-apres ou une partie de cette 
sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps 
anti-p26 : 

ProValGlnHisValGlyGlyAsaTyrThrHisIleBroLeuSer 

»*■. '.- • - . " . * - • 

*roArgTttrLenA^aAlaTrpValLysLeuValGlttGluLysLy«- 

•"*•• • • • 

PheGlyAlaGluValValProGlyPaeGlnAlaLeuSerGlnGly 

500 : . ... 

CysTfarProTyrAspIleAsnClnHetLeuAsnCysValGlyAsp 

EisGlnAlaAlaHetGlnllelleAr-GlallerieAsiiGluGltt 

600 . 
AlaAlaGlnTrpAspValGlaHisProIleProGlyProLeuPro - 

. AlaGlyGlnLeaArgGluProArgGlySerAspIleAlaGlyTar 

* • 705 . ; '* 
TarSerThrValGlaGlnGlalleGlalrpHetPneArgPr oGla 

AsaProValProValGlyAaalleTyrArsArgTrpIleGlalle - 

* •• . soo 

GlyLeaG laLys Cy 6 ValArgHe tTyrAs aProThrAsal 1 eLen ' 

As p 1 1 eLy s G laG ly ProLy s G luProPh eG laS e rTyr Va lAs p 

* *" • • 900 

ArgPneTyrrysSexLeuArgAlaGlaGlkThrAspProAlaVal 

1-ysAsaXrpHetThrGlaTarLeuI.euVaiGlaAsaAlaABaPro. 

AspCysLysLenValLeaI.ysGlyLettGlyMetAsaProThrI.ea 

1000 -- . " 

GlaGlttHetLeuThrAlaCysGlaGlyValGlyGlyProGlyGla 

LysAlaArgLettMetAlaGl'aAlaLettLs^GlttVallleGlyPro " 

— 1100 
AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlaGla ~ . 
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17 - Antig&ne selon la revendication 13 ayant la 
sequence d 1 aminoacides ci-apr6s, des lors qu'elle est 
reconnue par des anticorps anti-gp140 : 

ENVMT 

MetMetAsaGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCy* 

• • • • 

LeuValTyrCysXhrGlnTyrValThrValPheXyrGlyValPro 

• * • • • • 

ThrXrpLysAsnAlaThrlleProLeuPheCysAlaXarArgAsn 

10 0 

ArgAspThrXrpGlyThrIleGlnCysLeu?roAspAsnAspAsp 

• • • • • 

TyrGlnGluIlelhrLeuAsuValThrGluAlaPheAspAlaXrp 

200 

AanAanThrValThrGluGlnAlalleGluAspValTrpHisLeu 

• «• • • • 

PheGluThrSerlleLysProCysValLy sLeuThrProLeuCys 

300 

ValAlalletLysCysSerSerThrGluSerSerThrGlyAsnAsn 

• • • • • 

ThrThr SerLyaSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

AOO 

GlnGluGlnG luIleSerG luAspThrProCysAIaAr'gAlaAsp 

■ m • • • 

AsnCy s SerG lyLeuGlyG luGluGluThr II eAsnC ysG lnPhe 

• • • • 

AsuIIe tThrGlyLeuGluArgAs pLy sLy sLy sG InTyrAsnG lu 

500 - 
ThrTrpTyrSerLysAsp Va 1 Va ICy sG luThr AsnAsnS erThr 

• ■ • ♦ 

AsnGlnXhrGlnCy sTyrKe tAsnEisCy sAsnlhrSerVallle 

. . 600 . . • 

ThrGluSerCyaAspLysEisTyrTrpAspAlall eArgPbeArg 

• • • • 

TyrCy sAlaProProG lyTyr AlaLeuLeuArgCy sAsnAspThr 

— 700 

AsnXyr SerGlyPheAlaPr oAsnCy s SerLy s ValValAlaSer 
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5 XbrCysThrArgMetHetCluTbrGlnThrSerThrTrpPheGly 

. 800 

PheAsnGlyXhrArgAlaGluAsnArgXhrXyrlleXyrXrpHis 

• - • « 

GlyArgAspAsaArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrXyrAsn 

900 

LeuSerieuH-isCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysGla 

* • • • 

IleKetLeuHetSerGlyHisValPheHisSerEisXyrGlnPro 

IleAsnLysArgProArgGlnAlalrpCysXrpPheLysGlyLys 
1000 

TrpLysAspAlaMetGlnG luVa lLysIhrLeuAlaLysEisPro 

AcgXyrArgGlyXfarAsnAspXhrArgAsnlleSerPiieAlaAla 
1100 

PrroGlyLysGlySerAspProGluValAlalyrKetXrpXhrAsn 

CysArgGlyGluPheLeuXyrCysAsnMetXhrTrpPheLeuAsn 

12u0 

XrpIleGluAsnLysXhrHifiArgAsnXyrAlaProCysEisIle 
_ ■ 

LysGlnllelleAsnXhrXrpEisLysVelGlyArgAsnValXyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrYalXhr 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsBAsnGlnXhrAsn 

IleXhrPheSerAlaGluValAlaGluLeuXyrArgLeuGluLeu 
1*00 

GlyABpXyrLysLeuValGluIleXhrProIleGlyPheAlaPro 



0239425 



83 



I _ . . 

| ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgHiaThrArg 

1500 

GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 



SerAlaKe tG lyAlaArgAlaS erLeuThrVa IS erAlaG InSer 

1600 

ArgThrLeuLeuAlaGlyll eValG lnG InG InG InG InLeuLeu 



As p Val ValLysArgG InG InG luLeuLeuAr gLeuThrVa ITrp 

17 00 

GlyThrLysAsnLeuGlnAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 



LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

1800 

GlnValCysHisTarThrValProTrpValAsnAspSerLeuAla 



ProAspTrpAspAsnKetThrTrpGlnGluTrpG luLysGlnVal 



A r g T y r L e u G 1 u A 1 a A a n 1 1 e S e r L y a S e r L euG luGinAlaG in 
1900 

IleGlnGltxGluLysAsnMetTyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 



TrpAspllePheGlyAsnTrpPheAspLeuThrS erTrpValLys 
2000 

TyrlleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 



ArsXleVallleTyrValValGlTxIIetLeuSerArgLeuArgLys 

2100 

GlyTyrArfcFroValPheSerSerProProGlyTyrI leG InGln 
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IleEisIleEIsLysAspArsClyGlnProAtaAenGluGluThr 

- 

mUv' m Z200 

GluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspAr^TyrXrpProTrp 

♦ • « • 

ProIleAlaTyrlleHisPheLenIleArgGlnreuIleArgLea 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuteuSerAxgSer 

"00 . . _ 

PheLeuThrLeuGlnLeuIleTyrGlnAsntettArgAspTrpI^a 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGluTrpIleGln 

2400 . 
GluAlaPheGluAlaAlaAlaArgAlaXbrArgGluXhrLeuAla 

* 

GlyAlaCysAxgGlyLeuTrpArgValI.euGlTxArgIleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGlnGlyAlaGluIle 

AlaLeuLeu***GlyThrAlaValSerAlaGIyArgLeuXyrGlu 

*- - . ^ - 

2600 

TyrSerMetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 

• - * 

GlnAlaTlirLysTyrGly 
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18 - Methode pour la "detection in vitro de la 
presence d' anticorps anti-HIV-2 dans un liquide biolo- 
gique, tel qu'un serum, et plus particulierement pour le 
diagnostic in vitro d'un SLA ou SIDA potentiel ou existant 
dti & un retrovirus du type HIV-2, caracterise en ce que 
l'on met en contact un serum ou un autre milieu biologique 
provenant de la personne faisant l'objet du diagnostic, 
avec une composition selon l'une quelconque des revendi- 
cations 8a 11 ou avec un antigene selon l'une quelconque 
des revendications 12 a 17, et en ce que l'on detecte le 
conjugue immunologique eventuellement forme entre ces 
anticorps anti-HIV-2 et 1 1 antigene ou les antigenes mis en 
oeuvre . 

19 - Methode selon la revendication 18, caracte- 
rise en ce que l'on realise la detection dudit con jugue 
immunologique en faisant reagir le conjugue immunologique 
eventuellement forme avec un reactif marque forme soit par 
des anticorps anti-imraunoglobulines humaines, soit par une 
proteine A bacterienne et en ce que 1 1 on detecte le com- 
plexe forme entre le reactif et le susdit conjugue 
immunologique . 

20 - Necessaire ou kit pour la detection d'anti- 
corps anti-HIV-2 dans un fluide biologique, notamment d'un 
porteur eventuel de ces anticorps, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

une composition telle que definie dans l'une quelconque 
des revendications 8 a 1 1 ou un antigene tel que def ini 
dans l'une quelconque de revendications 12 & 17, et 

des moyens pour detecter le conjugue immunologique re- 
sultant de la reaction immunologique entre 1 ' antigene et 
ledit fluide biologique. 

21 - Necessaire ou kit selon la revendication 21, 
caracterise en ce que les moyens pour detecter le conjugue 
immunologique forme comprennent des anti-immunoglobulines 
humaines ou une proteine A et des moyens pour detecter le 



0239425 



86 

complexe forme entre les anticorps anti-HIV-2 contenus 
dans le conjugue iramunologique detecte. 

22 - Composition immunogene contenant une glyco- 
proteins d'enveloppe du retrovirus HIV-2, telle que la 
gp140 de ce retrovirus, ou une partie de cette glycopro- 
teins, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, approprie a la constitution de vaccins contre 
HIV-2. 

23 - Composition selon la revendication 22, carac- 
terisee en ce qu'elle contient au moins une partie 
immunogene d 1 une glyccproteine contenant une ossature 
proteique ayant la sequence suivante : 
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ENVRH ^ 

lie tile tAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

• • • • 

.LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

« ." • ■ • • 

ThrTrpLysAsnAlaThrlleProLeuPheCysAlalhrArgAsii 

100 

ArgAspThrTrpGlyThrlleG InCysLeuPr oAspAsnAspAsp 

TyrGlnGluIleThrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 
200 

AsnAsnThrValThrGluGlnAlalleGluAfipValTrpHisLeu 

• «• • • • 

PheGluThrSerlleLysProCys ValLy sLeuThrPr oLeuCy s 

300 

ValAlalletLysCysSerSerTbxGluSerSerThrGlyAsnAsn 

* • • • • 

ThrThrSerLysSerThrSerThrThrThrXhrThrProTarAsp 

400 

GlnGluGlnGluIleSerGluAspThrProCysAIaArgAlaAsp 

AsnCys SerGlyLeuGlyGluGltxGluThr I leAsnCvsG InPhe 

• • • • 

AsxiIIetThrGlyLeuGluArgAspLysLy sLysG InTyrAsnGlu 

300 • 
ThrTrpTyr SerLy sAspVa lVa ICy sG luThrAsnAsnS erThr 

• • • • 

AsnGlnThrGlnCysTyrtletAsnEisCy sAsnThrS erVa II le 

■ . 600 

ThrG luSerCyeAcpLysEisTyrTrpAspAl all eArgPheArg 

Tyr Cy sAlaPr oPr oG lyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAepThr 

700 

AsnTyr SerGlyPheAlaPr o AsnCys SerLy s ValValAlaSer 
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ThrCy sThrArgMe tHe cC luThrG InThrScrThrTrpPheG ly - 

• • 800 . . 

PkeAsnGlyThrArgAlaGluAsnArgThrTyrlleTyxTrpEis 

• • • • 

ClyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysXyrTyrAsa 

900 

I-euSer-LeuEisCysLysArgProGlyAsnLysThrValI,ysGlii 

• • * • 

XleHetLeuHetSerGlyHis ValPheEisSerEisTyrGlnPro 

* • 

IleAsnLysArgProArgGlaAlaTrpCysTrpPheLysGlyLys 
1000 

TrpLysAspAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysEisPro 

AcgTyrArgGlyThrABnAspThrArgAsnlleSerPheAlaAla 
1100 

FroGIyLysGlySerAspProGluValAlaTyrHetTrpTarAsn 

_ 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHetThrTrpPheLeuAsn 

I2v0 

TrpIleGluAsnLysThrEisArgAsnTyrAlaProCysRisIle 

LysGluIlelleAsiiThrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLsuSerCysAsuSerThrValThr 
* 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsaAsnGliiThrAsa 

• • • • 

IleThrPheSerAlaGluValAlaGluLeuTyrArgLeuGluLeu 

I«U0 

GlyABpTyrLysLeuValGluIleibrProIleGlyPheAlaPro 



89 
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ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgHisThrArg 
1500 

GlyValPaeValiettGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly 



SerAlatte tG lyAlaArgAl aS erLeuTbrVa IS erAlaGlnSer 

• • 1600 • • 

ArgThrLetiLeuAIaG lylleValG IaG InG inG InG In Leu Leu 



AspValValL^sArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

1700 

ClyTarLysAsaLeuGlaAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 



LeuGlnAspG lnAlaArgLeuAs nSe rTrpG lyCy s Al aP heArg 

1800 

GlaValCysEisThrThrValProTrpValAsnAspSerLeuAla 



P roAspTrpAspAsnKe tThrTrpGlaG luTrpG Iul*y sG InVal 



ArgXyrLeuGluAlaAsnlleSerLysSerLYuG luGinAlaGia 
1900 

IleGlaGlaGluLysAsaMetXyrGluLeuGlaLysLeuAsaSer 

■ • • • • 

XrpAspIlePheGlyAsaXrpPheAspLeuXhrSerXrpVa ILys 

2000 

XyrlleGlaXyrGlyValLeuIlelleValAlaVallleAlaLeu 



ArglleVallleXyrValValGlalle tLeuSe rAr gLeuArgLys 

2100 

GlyXyrAr*FroValPheSerSerProProGlyXyrILeGlnGln 



90 
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IleEisIleEislysAspArgGlyGlnProAlaABiiGluGluThr 

• - - • • Z200 
GluGluAspGlyClySerAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 

• • • • 

ProIleAlaTyrlleEisPheLeuIleArgGlnLeuXleArgLeix 

* 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerAxgSer 

2300 _ * . 

PheLeuXhrLeuGInLeuIleTyrGlnAsnLeuArgAspTrpLci 

• - • - . 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysGluTrpIleGln 

24<>0 . . 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLeuAl* 

• • • 

GlyAlaCysAxgGl'yLeuTrpArgValLeuGluArglleGlyArg 

2500 . '~ 

GlylleLeuAlaValProArgArglleArgGluGlyAlaGluIle 

AlaLeuLeu***GlyTlirAlaValSerAlaGlyArgLeuTyrG lu 

2600 

TyrSerMecGluGlyProSerSerArgLysGlyGltiLysPheVal 



GlnAlaTarLysTyrGly 
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24 - Composition immunogene selon la revendication 
22 ou la revendication 23 , caract^risee en ce qu'elle est 
dos«§e en antigene de f agon a permettre 1 * administration 
d'une dose unitaire de 10 a 500, notamment de 50 a 100 
microgrammes par kilogramme de corps. 

25 - Anticoxps monoclonal caracteris£ par sa ca- 
pacity a reconnaitre sp&cif iquement l'un des antigenes 
conformes a l'une quelconque des revendications 14 a 17. 

26 - Les hybridomes secateurs de l'anticorps 
monoclonal selon la revendication 25. 

27 - Acide nucleique, le cas £cheant marque, 
derive d'une partie au moins de l'ARN du virus HIV-2 ou de 
I'un de ses variants. 

28 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
contenant une partie au moins de I'ADNc correspondant a 
l'ARN genomique entier d'un retrovirus HIV-2. 

29 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient la sequence de nucleo- 
tides : 

GTGGAAGGCGAGACTGAAAGCAAGAGGAATACCATTTA 

GAACAGCTATACTTGGTCAGGGC^ 

ACTGCAGGGACTTTCCAGAAGGGGCTGT 

GAGCTGGTGGGGAACGCCTCATATTCTCTGTA 
CATXGTACTTCACTCGCT 

"GATCTCTCCAGCACTAGACGGATGAGCC 
CC^(^CTTGGCCGGTGCTGGC^GAC^ 
_ * ACCTTCCTTAATAAAGCTGCAGTAGA 
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30 - Acide nucl£ique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nuclSoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d'aminoacides indiquSe ci-apr<ls : 

!, GAGR0D1I \ 

MetGlyAlaArgAsnSerValLeuAr S GlyLysLysAlaAspGlu- 

LeuGluArglleArgLeuArgProGlyGlyLysI-ysLysTyrAirg ' 

• • "<•"*. 
LeuLysaisIleValXrpAlaAlaAsixl^sLeuAspArgPlieGly ' 

100 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGIuGlyCysGlnLysIle 

• • ^_ m 

LeuThrValLeuAspProKetValProThrGlySerGlttAsnLeu 

200 „ 
LysSerLeuPheAsnThrValCysVaXIleTrpCysIlellisAla 

GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 

• • 300 

. A ^gHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysHetProSer 

ThrSerArgProXhrAlaProSerSerGluLysGlyGlyAskxyr 

* * • 40 0 

ProValGlnHisVaLGlyGlyAsnTyrThrHisIleProLeuSer 

ProArgThrLeuAsnAlaTrpValLysLeuValGluGluI.ysI.ys 

PheGlyAlaGluValValProGlyPheGlnAlaLeuSerGluGly ! 

500 . m I 

CysThrProTyrAspIleAsnGlnMetLeuAsaCysValGlyAsp ; 

HisGlaAlaAlaMetGlnlieHeArsGluIlelleAsaGluGlu 
600 

AlaAlaGluTrpAspValGlaHisProIleProGlyProLeuPro 

AlaGlyGlnLeuArgGluProArgGlySerAapIleAlaGlyThr 

706 '." 

_.; ThrSerThrValGluGluGlalleGiaTrpMetPheArgProGIn 7 
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AsuProValEroValGlyAsnlleTyrArgArgTrpireGlnlle 

c 

"* . • 800 m 

GlyLeuGlnLysCysVa lArgMetTyr AsnProThrAsnlleLeu 



AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlaSerTyrValAsp 

• 900 

ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGlnThrAspProAlaVal 



LysAsnTrpMetThrGlnThrLeuLeuValGlnAsnA'laAsnPro 



AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyMetAsnProThrLeu 

1000 # 
GluGluMetLeuThrAlaCysGlxxG lyValGlyGlyProGlyGln 



LysAlaArgLeuMe tAlaGluAlaLeuLy sGlu VallleGlyPro 
1100 

AlaProIleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPheLys 



CysTrpAsnCysGlyLysGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 

1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLy sProGlyHis 



IlelletThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLysLy sProArg A.snPhePro ValAlaG InVal 



ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



As pLeuLeuGluLysTyrlletG InG InG lyLy s Ar gG InAr gG lu 
1400 

GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuEis 



LeuGluGlnGlyGluThrProTy r Ar gG luPr oProThrG luAs p 
T50 0 

LeuLeuHisLeuAsnSerLeuPheGlyLysAspGln 
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31 - Acide nuclei que selon la revendication 27, 
carac-terise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une par-tie au moins de la sequence 
d • aminoacides indiquee ci-apres : 



gLysAlaPfaeLya 



CysTrpAsuCysGlyLysGluGly^^ 

1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysXrpLysCysGlyLysProGlyHis 

♦ • . 

IleMetXhrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLeu 

r., ~ * * 1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArgA.siiPheProValAlaGlaVal 

• • • • • 

ProGlnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

• • • 

AspLeuLeuGluLysTyrKetGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 . . *; 

GlnArgGluArgProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

LeuGluGlaGlyGluThrProTyrArgGluProProThrGluAsp 

** • 

T500 

leuLeuSisLeuAsuSerLeuPheGlyLysAspGln 
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32 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d 1 aninoacides indiquee ci-apr es : 



! He tGlyAlaArgAsnSerValleuArgGlyLysLysAlaAspGlu 

i 

' . • •* * . * -"^ ■••*--"**•* ■ , • 

LeuGluArglleArgLeuArgProCljGlyLy sLyaLy sTyrArg 



LeuLy s His lie Va lTrpAlaAlaAsnXy sLeuAs pAr gPheGly 

100 . ; I * 

LeuAlaGluSerLeuLeuGLuScrLysGluGlyCysGlnLysIle 

w _ _ . - .....* 

• • A. • • 

15 LeuThrValLeuAspProMe tVa lProThrGly Se rG luAsnLeu 

. 200 

LysSerLeuPheAsnThrValCys ValIleTrp{3y si leHisAla 



GluGluLysValLysAspThrGluGlyAlaLysGlntle ValArg 

3O0 

ArgHisLeuValAlaGluThrGlyThrAlaGluLysMetProSer 



ThrSerArgProThrAlaProSerSerGluLy sGlyGlyAsnTyr 

. 400 



25 



30 



35 
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33 - Acide nucleique selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleoti- 
dique codant pour une partie au moins de la sequence 
d 1 aminoacides indiquee c±-apres : 

ProValClnHisValGlyGlyAsnXyrXlirHialleProLettSer 

- . - - • • - - 

• ■■■"* • • ' . * • • - - • . - 
ProArgXhrLeuAanAlalrpValLysLeuValGluGluLysLys- 

PfieGlyAlaGluValValProGlyPaeClaAlaLeTiSerGluGly 

500 \ . • 

CysXhrProXyrAspIleAsnGlnHetLeuAsnCysValGlyAsp 

EisGlnAlaAlaMetGlallelleAr-ClttXlelleAsnGluGltt 
- ■ - \ 
600 - . ; . 

AlaAlaGluXrpAspValGlnHisPrbXleProGlyProLeuPro " 

. AlaGlyGlnLenArgGluProArgGlyScrAspIleAlaGlyTar 

. 706 '* 

XhrSerXhrValGliiGluGlnlleGlnXrpHetPbeArgProGla 

AspProValP.ro ValGlyAsiirielyrArgArsIi-plieGlnlle.- 

• sho 

GlyLeuGlnLysCysValArgKetXyrAsmProXarAsalleLeu 

• • •« • . 

AspIleLysGlnGlyProLysGluProPheGlnSerXyrValAsp 

900 

ArgPhelyrLysSerLeuArgAlaGluGlnXhrAspProAlaVal 

• # 

LysAsuXrplIetXhrGlnXhrLeuLeuValGlnAsxiA'laAsnPro . 
• - 

AspCysLysLeuValLeaLysGlyI.euGlyMetAfinProXhrI.eTi 

1000 . - ^ " . 

GluGluHetLeuXarAlaCysGlnGlyValGlyGlyProGlyGla 

• • • * v • 

LysAlaArgLeuHetAlaGluAlaLeuLysGluVallleGlyPro 

~ 1100 • - : 9 

AlaProIleProPaeAlaAlaAlaGlnGln 



0233425 



97 • 

34 - Acide nucl^ique selon la revendication 27, 
caraeteris6 en ce qu'il corrtient une sequence nucleoti- 
dique cod ant pour une par-tie au moins de la sequence 
d • aminoacides indiqu^e ci-apr£s : 
BNVTLH 

HetMetAsnGlnLeuLeuIleAlalleLeuLeuAlaSerAlaCys 

LeuValTyrCysThrGlnTyrValThrValPheTyrGlyValPro 

• • • • ♦ 

ThrTrpLysAsiiAlaThrlleProLeuPbeCysAlaThrArgAsn 

100 • . . 

ArgAspThrTrpClyThr I 1 eG InCy sLeuPr oAspAs aAs pAs p 

TyrGlnGluIleThrLeuAsnValThrGluAlaPheAspAlaTrp 

200 

AsnAsnThrValThrGluGliiAlalleGluAspValTrpHisLeu 

• • • mm 

PheGluThrSerlleLysProCys Va lLy sLeuThrProLeuCys 

300 

ValAlaMetLysCyeSerSerTbrGluSerSerThrGlyAsnAsn 

• • • • • 

ThrThrSerLysSerThrSerThrThrThrThrThrProThrAsp 

400 

GlnGluGluGluIleSerGluAspTbrProCysAlaArgAlaAsp 

• • • • • 

AsnCy sSerGlyLeuGlyGluG luGluThr I leAsuCy sG inPhe 

* 

• • • • 

AsnlletThrGlyLeuGluAr gAspLy sLysLy sG InTyrAsnG lu 

500 

ThrTrpTyrSerLysAspVa IValCysG luThrAsnAs nS erThr 

• • • • 

AsnGlnThrGlnCysTyrl-ietAsnEisCysAsnThrSerVallle 

. . 600 
ThrGluSerCysAspLysEisTyrTrpAspAlalleArgPheArg 

• • • • 

TyrCysAlaProProGlyTyrAlaLeuLeuArgCysAsnAspThr 

_ 700 

AsnTyrSerGlyPheAlaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
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ThrCysThrArgMctMetGluThirGluTbrScrThrTrpPheCly - 

800 » 

PaeAsnGlyThrArgAlaGluAsnArgThrTyrlleTyrTrpEis 

• • • ♦ 

GlyArgAspAsnArgThrllelleSerLeuAsnLysTyrTyrAsa 

• 900 

LeuSer-LeirH-isCysl,ysArgProGlyAsnLysThrValLysGln 

• • • • 

IleHetLeuHetSerGlyEisValPheBisSerEisTyrGlnPro- 

IleAsnLysArgProArgGlnAlaXrpCysTrpPheLysGlyLy* 
1000 

TrpLysAepAlaMetGlnGluValLysThrLeuAlaLysEifiPro 

AcgTyr ArgG lyThrAsnAspTarArgAsnll eS erPheAlaAla 
1100 

PxoGlyLysGlySerAspProGluValAlaTyrHetTrpXbrAsn 

CysArgGlyGluPheLeuTyrCysAsnHetThrTrpPheLeuAsn 

• • I'lvO 
TrpIleGluAsnLysThrHisArgAsnTyrAlaProCyBEisIl« 

• • • • % . 

LysGlnllelleAsnThrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerThrTalThr 

• * ^ 

SerllelleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsnAsnGlnThrAsa 

IleThrPheSftrAlaGluVaUlaGluLeuTyrArgLeaCloLeu 

1400 - 
GlyAspTyrLysLeuValGluIlcThrProIleGlyPhcAlaFr* 
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ThrLysGluLysArgTyrSerSerAlaHisGlyArgHisThrAxg 
1500 

GlyValPheValLeuGlyPheLeuGlyPheLeuAlaThrAlaGly* 

• • • • 

SerAlalietGlyAlaArgAlaSerLeuThrValSeTAlaGlnSer 

1600 

ArgTbxLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnGlnGlnG lnLeuLeu 



AspValValLysArgGlnGlnGluLeuLeuArgLeuThrValTrp 

. " 1700 

GlyThrLysAsnLeuGlnAlaArgValThrAlalleGluLysTyr 

• • • 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerTrpG lyCy sAl aPheArg 

. • . - 1800 

GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerleuAla 

• • • • 

ProAspTrpAspAsnKe t ThrTrp GlnG luTrp G luLy sG In Val 

.1 . 

ArgTyrLeuG 1 u A 1 aA snl leSerLysSerL euG I u G inA laG In 
1900 

IleGlnGlnGluLysAsnKetTyrGluLeuGlnLysLeuAsnSer 

• * • 

TrpAspIlePheGlyAsnTrpPheAspLeuThrSerTrpValLys 

2000 

Tyr IleGlnTyrGlyValLeuIlelleValAlaVa 111 eAlaLeu 

. • • • • 

ArglleVa II leTy r Va 1 Va 1 G lniie tLeu Se rAr gLeuAr gl»y s 

2100 

GlyTyrArgFroValPheSerSerProPr oG lyTyr I leG InGln 
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IleEisIleEisLysAspArgGlyGluProAlaAsnG luGluTbr 
GluGluAspGlyGly$erAsnGlyGlyAspArgTyrTrpProTrp 

ProIleAlaTyrlleHisPheLeuHeArgGlnLsuIIcArgLesi 

• • • « 

LeuThrArgLeuTyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 

2300 . 
PheLeuThrLeuGlnLeuIleTyrGlxiAsiiI.euAr S AspTrpLuea 

• • • • 

ArgLeuArgThrAlaPheLeuGlnTyrGIyCysGluTrpIleGln 

2400 . 
GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlaThrArgGluThrLexiAIa 

GlyAlaCysArgGlyLeuTrpArgValLeuGltiArglleGlyArg 

2500 

GlylleLeuAlaVaXProArgArglleArgGltiGlyAlaGluIle 

• - • ♦ 

AlaLeuLeu***GlyThrAlaValSerAlaGlyArgLeuXyrGltt 

2600 

TyrSerKetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 
GlnAlaThrLysTyrGly 
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35 - Acide nucleique selon l'une quelconque des 
revendications 28 a 34, caracterise en ce qu ' il est forme 
d'un acide nucleique recombinant, comprenant un acide 
nucleique provenant d'un vecteur, dans lequel le susdit 
ADNc ou partie d ' ADNc se trouve insere. 

36 - Acide nucleique recombinant selon la reven- 
dication 35, caracterise en ce qu'il est marque. 

37 - Procede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou 
de son ARN dans un liquide ou tissu biologique, notamment 
en vue du diagnostic in vitro chez 1 ' homrae de la potentia- 
lity ou de 1 ' existence d'un SLA ou d'un SIDA, caracterise 
par la mise en contact des acides nucleiques contenus dans 
ce liquide ou tissu biologique avec une sonde contenant un 
acide nucleique selon l'une quelconque des revendications 
28 a 36 dans des conditions d ' hybridation stringentes, 
pendant le temps necessaire a la realisation de cette 
hybridation, le lavage de 1 ' hybride forme, avec une 
solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes, et la detection de 1' hybride forme. 

38 - Procede de production d'un retrovirus HIV-2, 
caracterise par la culture dans des lymphocytes T4 humains 
ou dans des lignees cellulaires permanentes derivees de 
lymphocytes T4 et portant le phenotype T4, ces lymphocytes 
ou ces lignees ayant prealablement ete infectes avec un 
isolat de virus HIV-2, et notamment lorsque le niveau 
d'activite de la transcriptase inverse (ou reverse-trans- 
criptape) a atteint un seuil determine, par la recupera- 
tion et la purification de quantites de virus liberees 
dans le milieu de culture de ces lymphocytes ou lignees, 
notamment par centri f ugation dif f erentielle dans un gra- 
dient de sucrose ou de metrizamide. 

39 - Procede pour la production d 1 antigenes spe- 
cifiques de HIV-2, retrovirus caracterise par la lyse, 
notamment a 1'aide de detergents, tels que le SDS (par 
exemple SDS a 0,1 % dans un tampon RIPA) et la recupera- 
tion du lysat contenant lesdits antigenes. 
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40 - Procede de fabrication de I'une des proteines 
sus-d£finies (p!2, p16 ou p26) ou d'une proline ayant la 
structure de gp140, ou de parties determinees de ces pro- 
teines , ce procede etant caracterise par 1 4 insertion de la 
sequence d'acide nucleique correspondante dans un vecteur 
susceptible de transformer un hdte cellulaire choisi et de 
permettre 1* expression d'un inserat contenu dans ce vec- 
teur, par la transformation de cet h<5te choisi par ledit 
vecteur contenant ladite sequence nucleique, par la cul- 
ture de l'hdte cellulaire transforme et par la recupe- 
ration et la purification de la proteine exprimee. 

41 - Procede de production d'une sonde d* hybrida- 
tion pour la detection d'un ARN de retrovirus HIV-2, ca- 
racterise par l'insertion d'une sequence d'ADN, notamment 
selon l'une quelconque des revendications 27 a 35 dans un 
vecteur de clonage par recombinaison in vitro . par le 
clonage du vecteur modifie obtenu dans un hote cellulaire 
competent et par la recuperation des ADN-recombinants 
obtenus . 
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